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Neste trabalho,foi desenvolvido umbiossensor amperométrico altamente sensível baseado na 
inibição da acetilcolinesterase (AChE).O métodobaseia-se num eletrodo de pasta de 
nanotubos modificado com aftalocianina tetrassulfonada decobaltoe o líquido iônico 
tetrafluoroborato de 1-metil-3-octilimidazólio.Imagensde Microscopia Eletrônica de 
Varredurae Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourierforam utilizadas 
para caracterizaros materiais.O processo de oxidação datiocolinafoi investigadopor 
voltametria cíclica(CV) ecronoamperometria. A enzimaAChfoi imobilizadana superfície 
doeletrodo do compósitopor ligação cruzadacomglutaraldeído equitosana.A açãosinérgica do 
biossensorNTCPM/CoTSPc/AChEmostrou excelenteatividade 
eletrocatalíticacombaixopotencial aplicadopara a detecção detiocolina. Parâmetrosque 
afetama resposta dobiossensor, como quantidadede enzima, tempo de incubação, pHe a 
concentraçãoda solução tampãoforam otimizadosutilizandocloreto deacetiltiocolina(ATCl) 
como substrato. Os resultadosmostraram que ofenitrotion, diclorvos e malationpodem levar 
aoprocesso de inibiçãoreversívelda enzima.Estebiossensorapresentou um baixo limite 
dedetecção, boa reprodutibilidade, elevada estabilidade sendo usadopara determinarpesticidas 







).O biossensor foi aplicado com 
sucesso em amostras de água de rio e os resultados mostraram que o mesmo não sofre 
interferência da matriz biológica. Estudos de adição e recuperação dos analitos foram 
realizados para avaliar a exatidão do método obtendo-se uma porcentagem de recuperação 
entre 99,12% e 103,05% para o fenitrotion, 94,12% e 102,17% para o diclorvos e 100,03% e 
100,96% para o malation. 












In this work, a highly sensitive acetylcholinesterase (AChE) inhibition-based amperometric 
biosensor has been developed. The method is based on a cobalt phthalocyanine tetrasulfonate 
and 1-methyl-3-octylimidazolium tetrafluoroborate ionic liquidmodified nanotubes paste 
electrode.  Images Scanning Electron Microscopy and Spectroscopy Fourier Transform 
Infrared were used to characterize the materials. The thiocholine oxidation process was 
investigated by cyclic voltammetry (CV) and chronoamperometry. The AChE enzyme was 
immobilized on the composite electrode surface by cross-linking with glutaraldehyde and 
chitosan. The synergistic action of NTCPM/CoTSPc/AChE showed excellent electrocatalytic 
activity with low applied potential for the detection of thiocholine. Parameters affecting the 
biosensor response such as enzyme loading, incubation time, pH and concentration of the 
buffer solution were optimized utilizing acetylthiocholine chloride (ATChCl) as substrate. 
The results showed that the fenitrothion, dichlorvos and malathion can lead to a reversible 
inhibition process of the enzyme. This biosensor showed low detection limit, good 
reproducibility, high stability and was used to determine pesticides in water samples. Linear 
relationships were found for fenitrothion (1.0-1000.0 pmol L
-1
), dichlorvos (2.0-8000.0 pmol 
L
-1
) and malathion (16.0-5000.0 pmol L
-1
. The biosensor has been successfully applied for 
river water samples and the results showed that there is no interference from the biological 
matrix. Recovery studies were performed to evaluate the accuracy of the method yielding a 
percentage of recovery between 99.12% and 103.05% for fenitrothion, 94.12% and 102.17% 
for dichlorvos and 100 03% and 100.96% for malathion. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
A poluição do meio ambiente constitui um dos mais sérios problemas ecológicos da 
atualidade. A interferência do homem na geração de despejos domésticos ou industriais, ou de 
forma dispersa, em atividades como a aplicação de agrotóxicos no solo, contribui para a 
introdução de compostos no meio ambiente, afetando a sua qualidade.Por tais motivos, o 
modo como o homem usa e ocupa o solo tem uma ação direta na qualidade do meio em que 
vive (LOSI-GUEMBAROVSKI, 2004, MARQUES, 2007). 
Os agrotóxicos, em especial os organoclorados e organofosforados, estão entre as 
principais ferramentas do atual modelo de desenvolvimento da agricultura, mas, devido aos 
efeitos adversos que podem causar à exposição humana e ao meio ambiente, é crescente a 
preocupação com esses produtos na contaminação das águas superficiais e subterrâneas. 
Mesmo em concentrações baixas, os agrotóxicos representam riscos para algumas espécies de 
organismos aquáticos que podem concentrar estes produtos até 1000 vezes, transferindo os 
efeitos tóxicos para outros organismos da cadeia alimentar (DORES, 2001, ANDERSON, 
2003, VLAMING, 2004). 
Dentre os pesticidas, os organofosforados e espécies de carbamatos são os mais 
utilizados devido à sua elevada atividade inseticida. Sua toxicidade é principalmente devido 
ao seu efeito inibitório sobre a acetilcolinesterase (ACh), uma enzima chave para a 
transmissão nervosa. Seu mecanismo de ação no sistema nervoso central e periférico esta 
relacionado com a propagação dos impulsos nervosos nas sinapses neuromusculares (QUINN, 
1987) catalisando a hidrólise do neurotransmissor acetiltiocolina em tiocolina e acetato. 
O modo de ação desses pesticidas é baseado na inibição irreversível (não-competitiva) 
da acetilcolinesterase (ETO, 2004) e o mesmo princípio é utilizado para as análises. 
Colorimetria (ELLMAN et al., 1961), eletroforese capilar (CE) (LU et al., 2009), 
espectrometria de massa (MS) (HERNÁNDEZ et al., 2001), cromatografia gasosa (GC) 
(HOFF et al., 1999), cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (MITOBE et al., 2001), 
cromatografia em camada fina (SHERMA et al., 2005, SUTHERLAND et al., 2002) 
juntamente com detectores diferentes e técnicas espectrais, e análise por injeção em fluxo 
(KUMARANL et al., 1992) são alguns métodos analíticos que são mais comumente 
empregados para análise ambiental de pesticidas e também fazem parte da regulamentação no 





Embora estes métodos forneçam bons resultados, são trabalhosos e demorados, 
requerem preparação da amostra, além de equipamentos muito caros e treinamento de pessoal. 
Neste sentido, quando comparado com vários métodos disponíveis para a determinação de 
pesticidas, os métodos eletroquímicos se destacam por proporcionarem diversas vantagens, 
tais como a simplicidade, rapidez, especificidade e sensibilidade, equipamentos baixo custo e 
de fácil operação.  
Em eletroquímica, as respostas obtidas com a utilização de eletrodos são dependentes 
das condições da superfície eletródica. Assim, o uso de tais eletrodos requer um minucioso 
pré-tratamento eletroquímico e/ou polimento mecânico para obtenção de resultados 
reprodutíveis (WANG, 1985). Se o analito de interesse não for eletrocatalítico, pode-se 
realizar uma modificação na superfície eletródica pela imobilização de grupos funcionais, por 
meio da incorporação de catalisadores inorgânicos e biológicos (enzimas e anticorpos), 
deposição de filmes poliméricos, modificação com sílica e deposição de membranas 
biológicas (WIGHTMAN, et al., 1984), de forma que a espécie de interesse possa ser 
detectada eletroquimicamente. 
 Estes eletrodos, chamados de eletrodos quimicamente modificados, são mais seletivos 
e mais sensíveis, pois a modificação possibilita controlar a natureza físico-química da 
interface eletrodo-solução como uma forma de alterar a reatividade e seletividade do eletrodo 
base favorecendo, assim, o desenvolvimento de eletrodos para diferentes aplicações analíticas 
(PEREIRA et al., 2002). 
As modificações de superfícies eletródicas são importantes, uma vez que são 
específicas a um determinado tipo de analito e promovem um alto grau de seletividade, 
possibilitando o desenvolvimento de sensores de fácil manipulação e construção, baixo custo, 
possibilidade de miniaturização e rápida detecção (SOLNÀ et al., 2005).  
A oxidação da tiocolina é amplamente utilizada para avaliar a atividade da enzima 
acetilcolinesterase (AChE) e, indo mais adiante, para desenvolver biossensores para detecção 
de pesticidas com base na inibição da mesma (AMINEA et al., 2006). A oxidação 
da tiocolina ocorre a um potencial relativamente alto, em aproximadamente 700 mV sobre 
eletrodos à base de carbono, o que pode causar interferências a partir de outras espécies 
eletroativas e também uma alta corrente de fundo (WHITE et al, 2002). A redução do 
potencial de trabalho pode ser alcançado usando eletrodos quimicamente modificados que 
fornecem maior seletividade e sensibilidade, sobretudo quando se faz uso de mediadores de 





Portanto, o desenvolvimento de dispositivos sensíveis e seletivos  para uso 
em diferentes sistemas enzimáticos é de primordial importância. Neste sentido, o presente 
trabalho descreve o desenvolvimento e a aplicação de um biossensor eletroquímico à base da 
enzima acetilcolinesterase (AChE), utilizando um eletrodo de pasta de nanotubos de carbono 
modificado com ftalocianina tetrassulfonada de cobalto, CoTSPc, o qual foi denominado 
NTCPM/CoTSPc/AChE, para adetecção e quantificação de pesticidas organofosforados em 




























O objetivo geral deste trabalho consiste no desenvolvimento e aplicação de um 
biossensor enzimático para a detecção e quantificação de pesticidas organofosforados em 
amostras de água empregando o eletrodo de pasta de nanotubos de carbono de paredes 
múltiplas modificado com a ftalocianina tetrassulfonada de cobalto e a enzima 
acetilcolinesterase, o qual foi denominado NTCPM/CoTSPc/AChE. 
Para atingir o objetivo proposto, os seguintes objetivos específicos foram 
estabelecidos: 
a) Avaliar a estabilidade do substrato ATCl por espectrofotometria UV/VIS. 
b) Estudar o comportamento eletroquímico da pasta NTCPM/CoTSPccontendo o líquido 
iônico como agente aglutinantemodificada com a enzima ACh e não modificada com a 
enzima na ausência e presença de acetiltiocolina, bem como dos NTCPM. 
c) Caracterizar os NTCPM, o complexo CoTSPc e o compósito NTCPM/CoTSPc 
empregando a Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e a Espectroscopia no 
Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR). 
d) Obter a Constante de Michelis-Menten (Km) e a Velocidade Máxima (Vmáx) para a 
enzima ACh em solução e imobilizada nos NTCPM/CoTSPc. 
e) Otimizar os parâmetros experimentais para a determinação de pesticidas 
organofosforados, tais como pH, tipo da solução tampão utilizada como eletrólito, 
concentração da solução tampão, concentração de acetiltiocolina e a quantidade de 
enzima ACh no biossensor. 
f)  Obter a porcentagem de inibição enzimática.  
g) Construir as curvas analíticas para a determinação dos pesticidas Fenitrotion, 
Diclorvos e Malation. 
h) Obter a regeneração do biossensor desenvolvido. 
i) Avaliar a repetibilidade das medidas e a repetibilidade do preparo do biossensor. 
j) Aplicar o biossensor desenvolvido em amostras de água e realizar estudos de adição 
de padrão dos analitos nas amostras. 









3 REVISÃO DA LITERATURA 
3.1 Nanotudos de carbono 
 
Os nanotubos de carbono (NTC) têm despertado um grande interesse em diferentes 
aplicações desde sua descoberta em 1991 por Sumio Iijima, devido às suas características 
próprias como propriedades eletrônicas, grande resistência mecânica e suas propriedades 
químicas (IIJIMA, 1991, MERKOÇI et al., 2005).  
Os NTC vêm sendo alvo de pesquisas em diversos ramos da indústria de alta 
tecnologia em todo o mundo, em destaque encontra-se a confecção de diferentes tipos de 
dispositivos, como displays de emissão de campo (FUJJII et al., 2007), catalisadores (PAN et 
al., 2007), em materiais compósitos (CALVERT, 1999), em filmes condutores (WU et al., 
2004), em materiais nanobiotecnológicos (MARTIN; KOHLI, 2003), em dispositivos 
nanoeletrônicos (KANG et al., 2007), no desenvolvimento de sensores (LUZ et al., 2010; 
MENDES et al., 2010), bem como pontas para microscópio de força atômica (AFM) 
(NGUYEN; YE; MEYYAPPAN, 2005) e, quando combinados a outros materiais, como 
polímeros e fibras, servem como elementos de reforço formando compósitos com excelentes 
propriedades mecânicas (DAI, 2002). 
Os nanotubos de carbono consistem em uma camada de grafite enrolados na forma de 
cilindros com diâmetros nanométricos (Figura 1). Os mesmos podem ser classificados quanto 
ao número de camadas como sendo nanotubos de carbono de parede simples,NTCPS(Figura 1 
(a)) (SWCNT, do inglês single-wall carbon nanotube) que são constituídos por apenas uma 
camada cilíndrica de grafite cujo diâmetro interno varia de 0,2-2,0 nm, e nanotubos de 
carbono de paredes múltiplas,NTCPM(Figura 1 (b)) (MWCNT, do inglês multi-wall carbon 
nanotubes), que são constituídos por vários cilindros concêntricos de grafite, espaçados de 
0,34-0,36 nm um do outro (AJAVAN, 1999). Os cilindros de carbono podem ser encontrados 
com extremidades fechadas ou abertas, tornando-os altamente atrativos para o 
desenvolvimento de sensores químicos (IIJIMA, 1991; SHERIGARA; KUTNER; D‘SOUZA, 
2003). 
A maioria das propriedades dos NTCPS depende do seu diâmetro e ângulo chiral, 
também chamado ângulo de helicidade, ϕ. Estes dois parâmetros resultam dos chamados 
índices de Hamada (n,m) (HAMADA & SAWADA, 1992). Um NTCPS pode ser construído a 
partir de uma folha de grafite enrolada de tal forma que coincidam dois sítios 





define a posição relativa dos dois sítios é definido mediante dois números inteiros (n,m) e 
pelos vetores unitários da rede hexagonal a1e a2(C = na1+ ma2) como mostrado na Figura 2 
(HERBST et al., 2004). 
 
 
FIGURA 1 - Representação esquemática de NTC. (a) NTCPS a partir de uma folha de grafeno e (b) 
NTCPM (coleção de NTCPS concêntricos com diâmetros diferentes). Fonte: Ferreira; Rangel, 2009. 
 
 
FIGURA 2- Diagrama da formação de nanotubos de carbono a partir de uma folha de grafite. Fonte: 
Herbst et al., 2004. 
 
As propriedades eletrônicas de NTCPM perfeitos assemelham-se às propriedades dos 
NTCPS, por causa do fraco acoplamento entre os cilindros de carbono concêntricos. Além 
disso, por se tratarem de estruturas quasi-unidimensionais, o transporte eletrônico nos NTC 
metálicos (tanto NTCPS como NTCPM) ocorre de forma balística, isto é, sem espalhamento, 
o que possibilita a condução de correntes através de grandes extensões do nanotubo sem 
aquecimento (BAUGHMAN et al., 2002). 
Os nanotubos de carbono podem ser utilizados em diferentes áreas tecnológicas, tendo 
adquirido importância fundamental quando utilizado como material para o desenvolvimento 
de sensores, encontrando-se em destaque sua aplicação na área de eletroanálise, devido a suas 





Kang, Kim e Chang (2009), a propriedade eletrocatalítica vem do fato dos NTC possuírem 
um mecanismo de transporte de elétrons que pode vairar desde o tipo metálico até o tipo 
semicondutor. Em função dos índices de Hamada (n,m), um nanotubo é metálico quando n-m 
é multiplo de 3, em caso contrário é semicondutor.  (HAMADA, et al., 1992).  
Um dos aspectos mais importantes abordados na aplicação dos NTC é a sua 
funcionalização através de suas paredes, extremidades ou por encapsulamento, sendo este 
campo visto como uma forma de explorar o potencial dos nanotubos de carbono na 
nanotecnologia. Os nanotubos funcionalizados podem ter propriedades eletrônicas e 
mecânicas que são substancialmente diferentes dos nanotubos não funcionalizados, e este 
fenômeno é explorado para uso em sensores, dispositivos eletrônicos e eletro-mecânicos em 
escala manométrica, devido a sua grande resistência e flexibilidade mecânica (FILHO; 
FAGAN, 2007).  
Compostos quimicamente modificados podem ser usados de forma a facilitar a 
interação dos nanotubos com moléculas orgânicas e biológicas (FU et al., 2002), com outros 
grupos químicos como fármacos ou moléculas tóxicas (KONG et al., 2000, LI et al., 2003, 
DA SILVA et al., 2004, SINNOTT, 2002) e, até mesmo, com vírus e bactérias 
(SRIVASTAVA et al., 2004), tornando os sensores capazes de detectar pequenos traços da 
espécie alvo e com alta seletividade. Certamente, o desenvolvimento de sensores utilizando 
nanotubos de carbono funcionalizados é uma das áreas mais promissoras para uso desses 
materiais em nanotecnologia. O desafio é encontrar rotas quimicamente seguras, limpas e 
factíveis para alterar os nanotubos de carbono que em seu estado natural apresentam 
reatividade química muito baixa (HIRSCH, 2002). 
O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido na linguagem 
eletroquímica por Murray e colaboradores em 1975 para designar eletrodos com espécies 
quimicamente ativas, deliberadamente imobilizadas em suas superfícies, com o objetivo de 
pré-estabelecer e controlar a natureza físico-química da interface eletrodo/solução. Este tipo 
de eletrodo se apresenta como uma estratégia, na maioria das vezes simples, e eficiente, para 
o desenvolvimento de procedimentos e técnicas eletroanalíticas em que a sensibilidade e a 
seletividade são significativamente maiores que as obtidas com o emprego dos eletrodos 
convencionais. 
Desse modo, o emprego dos NTC no desenvolvimento de EQM para sensores 
eletroquímicos apresenta características ímpares, dentre as principais encontram-se a alta área 





fazem com que os sensores baseados nos NTC sejam atrativos para a modificação com 
diversos tipos de espécies. Material genético, nanopartículas metálicas, enzimas, polímeros 
condutores, e complexos metálicos são exemplos de diferentes modificadores para a 
confecção de sensores de NTC. 
 
3.1.1 Eletrodos de pasta de nanotubos de carbono 
 
Uma gama de aplicações dos NTC encontra-se no desenvolvimento de eletrodos de 
pasta de nanotudos de carbono (EPNTC), os quais são elaborados a partir de uma mistura de 
pó de nanotubos, agente aglutinante, e no caso de um eletrodo de pasta de nanotubos de 
carbono modificado (EPNTCM), um modificador específico incorporado à pasta. No entanto, 
devido às características inerentes aos NTC, como a elevada condutividade elétrica, área 
superficial e poder catalítico, os EPNTC passam a ter atributos eletródicos que os tornam 
excelentes sensores em aplicações eletroanalíticas. 
Os eletrodos de pasta foram elaborados por Adams (ADAMS, 1958) em 1958, com o 
intuito de construir um sistema que viesse a substituir o eletrodo gotejante de mercúrio, com 
superfícies igualmente renováveis, e tendo como vantagem o poder de utilizá-lo em 
experimentos eletroanalíticos que exigissem varreduras de potenciais em regiões anódicas, 
onde o mercúrio metálico sofre oxidação. Os eletrodos de pasta de carbono (EPC) consistem 
basicamente de uma mistura de pó de grafite (PG), aglutinante, e um modificador específico 
incorporado à pasta, no caso de um eletrodo de pasta de carbono modificado (EPCM). 
O primeiro EPCM foi desenvolvido em 1964 por Kuwana e French (KUWANA, 
FRENCH, 1964). Neste trabalho, foi investigado o comportamento eletroquímico de alguns 
compostos orgânicos como o ferroceno, antraquinona, e 5- aminobenzofenona, utilizando o 
próprio composto como aglutinante na preparação da pasta. Com base nestes experimentos, 
comprovou-se então que a modificação da pasta de carbono com tais espécies conferia ao 
eletrodo as características eletroquímicas melhoradas do material utilizado como modificador. 
Foi observado também que as correntes de pico dos voltamogramas aumentavam 
proporcionalmente com o aumento da concentração do modificador na pasta, sendo estas 
observações precursoras do desenvolvimento de diversos estudos eletroquímicos utilizando 
estes sensores. Iniciou-se a partir daí uma intensa atividade de pesquisa neste campo da 





As principais vantagens dos eletrodos de pasta de carbono e de pasta de nanotubos de 
carbono são a rapidez e a simplicidade do processo de preparação, aliada à possibilidade de 
renovação da superfície do eletrodo a cada nova medida. Isso é possível devido à modificação 
interna do material eletródico, diferentemente do que ocorre com os eletrodos sólidos 
convencionais, em que a modificação ocorre apenas na superfície do transdutor. Outra 
importante propriedade é a sua baixa corrente residual, que é menor que nos eletrodos de 
grafite pirolítico e de carbono vítreo (JUNIOR, 2007). 
 
3.2 Líquidos Iônicos 
 
Em busca do desenvolvimento de sensores e biossensores com melhor desempenho 
analítico, pesquisadores têm utilizado diferentes materiais obtidos através de novas 
tecnologias para a modificação dos tradicionais EPC (ŠVANCARA et al., 2009, 
WALCARIUS et al., 2009, AGÜÍ et al., 2008, PEREIRA et al., 2002, ZHANG et al., 2009). 
Recentemente, a nova classe de materiais conhecida como líquidos iônicos (LI) tem atraído a 
atenção em pesquisas eletroanalíticas devido às excelentes propriedades físico-químicas 
desses materiais, especialmente sua alta condutividade (WEI, IVASKA, 2008, BAKER et al., 
2005, PANDEY, 2006, MALEKI et al., 2007, MUSAMEH, WANG, 2008). 
Por muito tempo, a maioria das reações químicas foi realizada em solventes molecula-
res, (CONSORTIet al., 2001, YANG, PAN, 2005)entretanto, uma nova classe de solventes 
constituída apenas por íons, porém com fraca interação interiônica, baixa energia de retículo 
cristalino, baixas temperaturas de fusão e baixa pressão de vapor, foi introduzida. Estes 
compostos foram chamados de sais orgânicos líquidos à temperatura ambiente, ou 
simplesmente líquidos iônicos, como são atualmente conhecidos (CONSORTIet al., 2001, 
YANG, PAN, 2005, EARLE, SEDDON, 2000, ANDERSON et al., 2006).  
Na síntese de nanoestruturas, os líquidos iônicos podem ser considerados tanto 
solventes como agentes estabilizantes, uma vez que são sais de amônio quartenários. A classe 
destes compostos que mais obteve atenção na síntese de nanomateriais foi a dos sais 
derivados do cátion 1,3 dialquilimidazólio (SCHOLTEN et al., 2007, SCHREKKER et al., 
2007, UENO et al., 2008).  
As características estruturais que estes compostos apresentam são únicas, sendo que 
apresentam uma auto-organização na fase sólida, líquida e gasosa. Os sais do 1,3-





retículo cristalino é formado por um cátion rodeado por três ânions e da mesma forma um 
ânion é rodeado por três cátions imidazólio, sendo o arranjo tridimensional desses líquidos 
iônicos geralmente formado através de cadeias de anéis imidazólio, Figura 3 (DUPONT, 
SUAREZ, 2006). 
 
FIGURA 3- Esquema ilustrando os canais formados pelo cátion dialquilimidazólio. Fonte:LISSNER, 
2012. 
 
 Reunindo um conjunto de características interessantes, tais como, líquidos sob uma 
ampla faixa de temperatura, densidades elevadas, negligenciável pressão de vapor, 
desprezível inflamabilidade, baixa toxicidade (solvente ―verde‖), boa estabilidade química e 
térmica, habilidade catalítica e alta condutividade iônica e ampla janela eletroquímica de 
potencial (>7,0 V, em alguns casos) (WEI, IVASKA, 2008), os líquidos iônicos têm 
despertado grande interesse de pesquisadores de diversas áreas. 
Tendo início nos últimos anos, a aplicação de LI na construção de eletrodos à base de 
pasta de carbono e de pasta de nanotubos de carbono vem ganhando um espaço expressivo 
dentro da ampla família de EPC e EPNTC modificados. 
Liu e colaboradores realizaram as primeiras investigações (LIUet al., 2005), 
acompanhado pelo grupo de Opallo (OPALLOet al., 2006) e, em evidência, pelo grupo de 
Maleki e Safavi (MALEKI et al., 2007, MUSAMEH, WANG, 2008, SAFAVI et al., 2006, 
MUSAMEH et al., 2008, MALEKI et al., 2006, SAFAVI et al., 2007).Desde então, pesquisas 
na área de LI associados a EPC vem sendo realizadas, visando a construção de sensores e 





LI demonstram boa compatibilidade com biomoléculas, o que pode ocasionar a 
melhora da atividade e da estabilidade térmica quando comparado com solventes orgânicos 
convencionais ou soluções aquosas. Supõe-se que a ligação de hidrogênio e a interação 
eletrostática entre o líquido iônico e enzimas resultam em uma alta barreira cinética para o 
desenovelamento das mesmas, protegendo assim, sua estrutura de riscos de desnaturação 
(WEI, IVASKA, 2008, LU et al., 2006, SUN et al., 2008). 
Portanto, estudos na área de biossensores à base de pasta de carbono e nanotubos de 





As ftalocianinas (Pcs) são compostos de coordenação macrocíclicos altamente 
conjugados cujas propriedades químicas e físicas os tornaram alvo de intensa pesquisa na 
ciência. Dentre as suas propriedades, destacam-se as altas estabilidades térmica e química, a 
não toxicidade, a atividade redox bem definida e a semicondutividade, caráter elétrico 
predominante nestas moléculas (KASUGA, TSUTSUI, 1980, LEVER et al., 1989). 
A síntese da ftalocianina ocorreu acidentalmente em 1907, quando Braun e Tcherniac 
conduziram um experimento com ftalimida e anidrido acético, que, após reagirem, originaram 
o-cianobenzamida (BRAUN, TCHERNIAC, 1907). Esta substância era a ftalocianina, embora 
seu nome atual só tenha sido usado pela primeira vez em 1933 por Dent e colaboradores 
(DENT et al., 1934), cujo grupo de pesquisa foi o primeiro a elucidar parte da composição da 
molécula, determinando que ela era constituída por quatro unidades isoindol numa estrutura 
altamente conjugada. 
Por volta de 1935 e 1940, experimentos de difração de raios X foram feitos na 
ftalocianina, e sua estrutura foi então revelada. A ftalocianina (Pc) apresenta um sistema em 
anel de quatro unidades isoindol ligado por átomos de nitrogênio, aza, como pode ser visto na 
Figura 4. Quando há uma espécie metálica na região central da molécula, ela passa a ser 
denominada de metaloftalocianina (MPc). Embora apresentem uma composição química 
ligeiramente distinta da observada nas ftalocianinas, as metaloftalocianinas herdaram muitas 
das características do composto original, doando e recebendo elétrons sem sofrer alterações na 
















FIGURA 4- Estrutura de uma metaloftalocianina tetrassulfonada. 
 
Além de serem versáteis isoladamente, as ftalocianinas são moléculas extremamente 
modificáveis, o que aumenta consideravelmente a gama de aplicações desta categoria de 
materiais. Inúmeras mudanças na região periférica da estrutura ou na porção central podem 
ser efetuadas, e como consequência as propriedades eletroquímicas, elétricas e ópticas são 
radicalmente transformadas. Alguns grupos funcionais periféricos tendem a facilitar a 
captação de elétrons no anel, como sulfonila, carboxila e radicais contendo flúor. Outros 
tornam o anel mais propenso a liberar elétrons, como amina, alcóxi e alquila (CENTURION, 
2010). 
As Pcs e MPc neutras são insolúveis em solventes polares. Tal solubilidade pode ser 
aumentada através de substituições nos anéis benzênicos, utilizando substituintes que 
apresentam caráter polar. A substituição de grupos polares como o grupo sulfônico aumenta a 
solubilidade em solventes polares. A substituição dos átomos de hidrogênio dos anéis 
aromáticos ou sulfonação no anel da ftalocianina resulta na obtenção de ftalocianinas 
tetrassulfonadas (TsPc), aumentando, significativamente, a sua solubilidade em solventes 
polares como água e outros (COSTAMAGNA et al., 2000). 
Em uma grande variedade de reações químicas, as ftalocianinas de Co (II), Cu (II) e 
Fe (II) entre outras ftalocianinas de metais de transição são conhecidas como catalisadores 
homogêneos e heterogêneos. O macrociclo de suas estruturas funciona como um catalisador 
redox no qual o estado de oxidação do complexo metálico varia durante o ciclo catalítico 





reconhecidos por sua excelente atividade eletrocatalítica em muitas reações, que são 
altamente dependentes do átomo metálico central. 
As MPc apresentam estruturas similares às porfirinas de origem natural, as quais 
possuem funções características em muitos sistemas biológicos tais como a hemoglobina, a 
clorofila, o citocromo e várias enzimas do tipo oxidases(SKOROBOGATY & SMITH, 1982, 
HOWE & ZHANG, 1998).  
Sendo assim, a utilização de ftalocianinas no desenvolvimento de sensores 
eletroquímicos apresenta-se como um grande campo de pesquisa a ser explorado, pois estes 





Um biossensor pode ser definido como um dispositivo analítico que incorpora um 
componente biológico, tal como enzima, tecido animal ou vegetal, micro-organismo, antígeno 
ou anticorpo, ácidos nucleicos, entre outros, com um transdutor analítico que produz um sinal 
proporcional à concentração analítica (LEI et al., 2006).O transdutor converte a reação entre o 
material biológico e o substrato de interesse em uma resposta mensurável como corrente, 
potencial ou absorção de luz (FATIBELLO-FILHO, CAPELATO, 1991).  
Clark e Lyons desenvolveram em 1962 o primeiro biossensor, o qual era conhecido 
como eletrodo enzimático (CLARK, LYONS, 1962). Esse biossensor utilizava a glicose 
oxidase imobilizada em uma membrana de acrilamida, em eletrodos de Pt e detectava o 
consumo de oxigênio sob altos potenciais de redução. Deste modo, a variação da 
concentração de oxigênio dissolvido foi quantificada, sendo o sinal analítico obtido 
proporcional à concentração de glicose (UPDIKE, HICKS, 1967). Desde então, diferentes 
tipos de biossensores têm sido preparados visando os mais diversos tipos de análises clínicas, 
buscando obter cada vez mais seletividade, sensibilidade, e resultados mais rápidos e precisos. 
O biossensor pode ser classificado quanto ao tipo de transdutor utilizado como óptico, 
em que se mede a luminescência, fluorescência, elipsometria, etc., como detector de massa, 
relacionando a oscilação da frequência dos cristais piezelétricos com variação da massa, e 






Biossensores amperométricos são assim denominados devido ao seu mecanismo de 
transdução. Durante as medidas amperométricas, um potencial é mantido constante entre o 
eletrodo de trabalho (ET) e o eletrodo de referência (ER). A corrente gerada pela oxidação ou 
redução de espécies eletroativas na superfície do eletrodo de trabalho é medida e o sinal 
gerado é diretamente proporcional à concentração das espécies eletroativas. No caso de 
biossensores enzimáticos, esse princípio de detecção é baseado em processos de transferência 
eletrônica entre o sítio ativo de uma enzima imobilizada e um eletrodo de trabalho 
(SCHUHMANN et al., 2000), podendo haver alterações do estado de oxidação tanto do 
analito, quanto das espécies envolvidas na reação. 
A principal característica de um biossensor é a capacidade de combinar a atividade 
seletiva entre diferentes substratos de um elemento de reconhecimento biológico, sensível a 
um analito de interesse, o que ocorre principalmente em função do componente biológico. Por 
isso, enzimas foram e continuam sendo o elemento biológico mais usado na construção de 
biossensores (ALFAYA & KUBOTA, 2008; DU et al., 2008). 
Em meio aos vários tipos de biossensores, encontram-se em destaque aqueles em que 
o monitoramento do analito em questão é baseado na técnica de inibição da enzima, na qual a 
atividade é medida antes e após a inibição. Tal processo ocorre pela exposição da enzima a 
um inibidor específico, por um determinado tempo, sendo que a porcentagem de inibição 
sofrida pela enzima está quantitativamente relacionada com a concentração deste agente 
inibidor (AMINE et al., 2006). Estes biossensores têm sido utilizados em diversas áreas da 
ciência, assim como em diferentes setores de aplicação, como setores militar, industrial e de 
saúde, alimentício e também no monitoramento ambiental (CASTRO, M. D. L.; HERRERA, 
2003, PATEL, 2002, MELLO, KUBOTA, 2002, BASSI et al., 1996). A grande aplicabilidade 
dos biossensores está relacionada a vantagens como sensibilidade, respostas rápidas e baixo 
custo, alta especificidade, detecção de baixas concentrações do analito, número variável de 
enzimas disponíveis comercialmente, além de uma variedade de metodologias empregadas na 
construção destes sensores biológicos (MARQUES, YAMANAKA, 2008).  
Enzimas como colinesterases, ureases e tirosinases, dentre outras, têm sido 
empregadas na construção de biossensores baseados na inibição enzimática, em arranjos 
simples ou multi-enzimáticos, fazendo uso de distintos transdutores, como os 
amperométricos, conductimétricos e ópticos (SCHEPER et al., 1996, THÉVENOT et al., 
2001, ZHANG et al., 2000, JIN et al., 2004, KRAWCZYK et al., 2000, CHANG et al., 





investigadas como, por exemplo, metais pesados, pesticidas organofosforados e carbamatos, 
além de sulfitos, peróxidos, tiuréias, e outros (MARTY et al., 1995, MALITESTA, 
GUASCITO, 2005, MAZZEI et al., 2004). 
Os processos de inibição de enzimas são divididos em dois tipos, podendo ser inibição 
reversível e inibição irreversível. A principal diferença está na formação do complexo 
enzima-inibidor, que pode ou não ser desfeito por etapas de regeneração da enzima, diluição 
ou diálise, dependo do processo (LEHNINGER, 2003, PALMER, 1991, DELVIN, 1998). 
Os inibidores reversíveis levam à formação de um complexo em um sistema em 
equilíbrio, no qual a enzima apresenta um grau definido de inibição, que é dependente das 
concentrações dos reagentes no meio (enzima, inibidor e substrato), permanecendo constante 
a partir de um tempo determinado.  
Já nos inibidores irreversíveis, o inibidor liga-se ao sítio ativo da enzima de maneira 
irreversível, geralmente por formação de ligações covalentes, podendo até promover a 
destruição de grupos funcionais essenciais para a enzima. A inibição irreversível é 




Uma classe de enzimas amplamente distribuídas em tecidos neuronais e não neuronais 
são as enzimas colinesterases, que podem ser subdivididas em acetilcolinesterase (ACh) ou 
butirilcolinesterase (BuchE), ambas responsáveis pela hidrólise dos ésteres da colina. 
Conhecida principalmente por sua propriedade catalítica na regulação da estimulação 
colinérgica, a enzimaAChE também desempenha ações relacionadas à adesão celular e 
desenvolvimento neuronal (DAY, GREENFIELD, 2002). Esta enzima está presente 
principalmente nas terminações nervosas (neurônios colinérgicos) do sistema nervoso central 
e periférico, nas hemácias e músculos estriados. 
A ACh é responsável pela inativação da acetiltiocolina nas sinapses colinérgicas dos 
sistemas nervosos central e periférico. Esta enzima possui um rico polimorfismo já que existe 
em uma variedade de formas moleculares, as quais podem ser classificadas como 
homoméricas ou heteroméricas com base na associação com subunidades estruturais 
especializadas (MASSOULIE et al., 1993). 
As formas homoméricas incluem a forma globular monomérica (G1), dimérica (G2) e 





anfifílicas e quanto ao grau de hidrofobicidade, consequentes à adição pós-transducional de 
um glicofosfolipídeo no aminoácido carboxi-terminal (TAYLOR & BROWN, 1999). Já as 
formas heteroméricas consistem em uma montagem heteromérica das subunidades estrutural e 
catalítica, onde a ligação através de pontes dissulfeto de uma molécula tríplice helicoidal de 
colágeno a um, dois ou três tetrâmeros catalíticos resulta nas formas estruturais assimétricas 
A4, A8 e A12 (MASSOULIÉ et al., 1993). 
Com a descoberta de grande número de enzimas, houve a necessidade de 
sistematização da nomenclatura. A União Internacional de Bioquímica e Biologia 
Molecular(IUBMB) adotou um sistema racional e prático de nomenclatura identificando as 
enzimas em seis classes, de acordo com a natureza da reação química que catalisam, sendo 
elas: oxidorredutases, baseadas em reações de oxidação−redução; transferases, em 
transferência de grupos funcionais; hidrolases, baseadas em reações de hidrólise; liases, na 
remoção de grupos para formar ligações duplas; isomerases, as quais realizam a isomerização, 
e por fim as ligases, baseadas na formação de ligações entre duas moléculas. 
 A ACh é classificada como uma serina hidrolase e o mecanismo catalítico assemelha-
se ao de outras hidrolases. A eficiência catalítica da ACh e sua alta reatividade frente a 
inúmeros inibidores covalentes e não-covalentes parece originar-se da arquitetura singular do 
sítio ativo, constituído por uma tríade de aminoácidos, Ser-200, His-440 e Glu-327 para a 




FIGURA 5- Visão do sítio ativo da ACh e dos resíduos de aminoácidos que constituem a tríade 






A função da enzima acetilcolinesterase é catalisar de forma rápida e eficientemente a 
hidrólise da acetiltiocolina (ATCh) (FIGURA 6). Esta enzima possui uma constante catalítica 
(Kcat) de 1,4 x 10
4
, ou seja, esta enzima é capaz de hidrolisar 14 mil moléculas de ATCh por 
segundo (DVIRA et al., 2010). O rápido consumo da ATCh desativa o neurotransmissor após 
sua ligação ao receptor, de modo a impedir seu acúmulo nas sinapses e evitar a produção de 
estímulos contínuos por interações repetitivas. Como resultado, a despolarização produzida 
por ligação da acetiltiocolina (análogo estrutural do neurotransmissor acetilcolina) ao receptor 
é finalizada com o objetivo de restabelecer a estabilidade da membrana pós-sináptica e sua 









FIGURA 6- Fórmula estrutural da acetiltiocolina (ATCh). 
 
O neurotransmissor ATCh é o principal neurotransmissor das sinapses e junções 
colinérgicas do sistema nervoso central e periférico. Ele é sintetizado no citosol do neurônio a 
partir da acetil coenzima-A (acetil-CoA) e da tiocolina. 
O mecanismo de hidrólise da enzima AChE sobre a molécula de ATCh é melhor 

























FIGURA 7- Reação de hidrólise do neurotransmissor acetiltiocolina catalisada pela enzima AChE. 
Inicialmente, a oxidação eletroquímica da tiocolina, produto da hidrólise enzimática 
doATCl fornece ao eletrodo uma corrente constante e proporcional à concentração do 
substrato. A adição do pesticida à solução provoca uma inibição na atividade da enzima, por 
consequência, na quantidade do produto formado e, finalmente, na corrente medida no 
eletrodo. Por esse motivo a enzima acetilcolinesterase é uma das mais utilizadas na 
construção de biossensores para a determinação de agrotóxicos, dentre eles, os pesticidas das 





3.4.2 Imobilização enzimática 
A maior parte dos biossensores desenvolvidos utiliza como componente biológico as 
enzimas, em geral imobilizadas (KARUBE & NOMURA, 2000). A vantagem do uso de 
enzimas é que estas são catalisadores biológicos altamente específicos e seletivos. Em 
comparação a catalisadores químicos, as enzimas apresentam um alto nível de especificidade 
com o substrato, o que se deve principalmente à ligação forte do seu sítio ativo pela molécula 
do substrato. 
Uma das maiores dificuldades na confecção de biossensores enzimáticos está 
diretamente relacionada com a estabilidade da molécula biológica. Fora do seu ambiente 
bioquímico, a proteína, da qual a enzima faz parte, tende naturalmente a se desnaturar, 
perdendo seu potencial catalítico. Assim, a atividade enzimática diminui com o tempo, 
diminuindo ou até mesmo perdendo o desempenho do biossensor. 
Esta dificuldade pode ser diminuída pela imobilização adequada da molécula da 
proteína, o que diminui a velocidade de desnaturação da proteína. A imobilização consiste no 
confinamento da enzima em um suporte sólido para posterior reutilização do biocatalisador, 
tornando o processo menos dispendioso (GUISAN, 2006).O desenvolvimento de técnicas de 
imobilização tem sido de grande importância pois proporcionam a reutilização das enzimas, 
aumentam a estabilidade, reduzem custos e aumentam, em alguns casos, a atividade 
enzimática. Esses fatores dependem principalmente da escolha apropriada do suporte e dos 
reagentes utilizados no processo de imobilização (ROSATTO et al., 2001, FATIBELLO-
FILHO, CAPELATO, 1992, TURNER et al., 1988, CARR, BOWERS, 1980, GUILBAULT 
et al., 1991, TREVAN, 1980). 
Dentre os métodos de imobilização mais utilizados no desenvolvimento de biossensores, 
encontram-se a oclusão em gel ou filme polimérico, adsorção física, ligação química 
covalente e ligação química covalente cruzada (OLIVEIRA, VIEIRA, 2006). 
Oclusão em gel ou filme polimérico consiste no confinamento da enzima nos espaços 
intersticiais de polímeros como ágar, poliacrilamida e álcool polivinílico, onde uma solução 
de enzima a ser ocluída é misturada com uma solução de monômeros e um catalisador para 
polimerização. As enzimas podem ser ocluídas em poliacrilamida, alginato de cálcio, agarose, 
entre outros. Uma desvantagem desta técnica é o tamanho dos poros irregulares, falta de 
rigidez e limitações difusionais para substrato e produtos. 
Um dos processos mais simples de imobilização enzimática é a adsorção física que 





superfície ativa e funcionam como excelentes adsorventes (que incluem a alumina, resinas de 
troca iônica, bentonita, grafite, entre outros), resultando em interações do tipo iônica, polar, 
pontes de hidrogênio ou hidrofóbicas. A grande desvantagem deste método é a dessorção da 
enzima devido às variações de temperatura, pH e força iônica. 
A imobilização por ligação covalente baseia-se na ativação de suportes com a inserção 
de grupos reativos que reagem com os grupos nucleofílicos da enzima. Esta técnica não é 
comum como o método de adsorção física, mas apresenta a vantagem de evitar o fenômeno de 
dessorção. Suas principais vantagens são a maior resistência do biocatalisador quanto à 
variação de pH, temperatura e influência de solventes orgânicos. Os derivados preparados 
podem ser empregados em diversas conformações de reatores, como fluxo contínuo e 
empacotado, e a carga da enzima permanece constante após a etapa de imobilização. 
Já a ligação covalente cruzada baseia-se também na formação de ligações químicas, 
porém na ausência de suporte. Reagentes bi ou multifuncionais (glutaraldeido; 2- isocianato-
4-isotiocianato tolueno; 2,4, biscloreto sulfonil fenol; etc.) são empregados tanto para 
imobilização quanto para a estabilização da enzima. O método baseia-se na formação de 
partículas microscópicas (ou rede polimérica) em decorrência de ligações covalentes 
cruzadas, entre moléculas de enzimas com reagentes funcionais. A imobilização da enzima 
com glutaraldeído é frequentemente empregada, pois se observa boa estabilidade da enzima 
frente às variações de pH, força iônica e temperatura.  
As principais características a serem observadas na escolha de um suporte para uma 
determinada imobilização são a área superficial, permeabilidade, insolubilidade, capacidade 
de regeneração, morfologia e composição, natureza hidrofílica ou hidrofóbica, resistência ao 
ataque microbiano, resistência mecânica e custo, dentre outras. Eles podem ser classificados 
como orgânicos e inorgânicos, e conforme sua morfologia em materiais porosos, não porosos 
e de estrutura de gel (VILLENEUVE et al., 2000, LOPEZ-GALLEGO et al., 2005, DALLA-
VECCHIA et al., 2004, JEGANNATHAN et al., 2008, CARDOSO et al., 2009, FREITAS et 
al., 2007, MATEO et al., 2007).  
Os materiais orgânicos, notadamente os polímeros que podem ser naturais ou 
sintéticos, são uma classe de suportes amplamente empregados na imobilização de enzimas 
(LOPEZ-GALLEGO et al., 2005, DALLA-VECCHIA et al., 2004). Os suportes naturais 
apresentam algumas vantagens quando comparados aos sintéticos, pois geralmente 
apresentam baixo custo e são facilmente degradados, não causando danos ao meio ambiente 





empregados na imobilização de enzimas, destaca-se a quitosana (KRAJEWSKA, 2004), que 
se deve às suas diferentes configurações geométricas como pó, escamas, hidrogéis, 
membranas, fibras e outras, além da presença de diferentes grupos funcionais, como hidroxila 
e amino, que permitem a utilização de diferentes métodos de imobilização (KUMAR, 2000, 
BERGER et al., 2004). 
 
3.4.3 Cinética enzimática 
 
As enzimassão proteínas com a função específica de acelerar reações químicas que 
ocorrem sob condições termodinâmicas não favoráveis. Elas aceleram consideravelmente a 
velocidade das reações químicas em sistemas biológicos quando comparadas com as reações 
correspondentes nãocatalisadas. 
Um dos fatores que afetam a velocidade de uma reação catalisada por uma enzima é a 
concentração do substrato presente [S]. O estudo dos efeitos da concentração de substrato é 
complicado pelo fato de a [S] variar durante o curso de uma reação à medida que o substrato é 
convertido em produto. Uma forma de simplificar este problema é medir a velocidade inicial 
da reação (V0). Em um experimento cinético a [S] é sempre muito maior que a concentração 
da enzima [E], e se o tempo de reação é suficientemente curto, as mudanças da [S] serão 
negligenciáveis, podendo ser considerada como uma constante. 
O efeito provocado em V0 pela variação da [S], quando a concentração de enzima é 
mantida constante está mostrado na Figura 8. Em concentrações pequenas do substrato, 
V0aumenta quase linearmente com os aumentos de [S]. Em concentrações maiores de 
substrato V0aumenta por incrementos menores em respostas aos aumentos da [S]. Finalmente, 
é alcançado um ponto acima do qual ocorrem apenas aumentos insignificantes em V0, mesmo 










O perfil cinético apresentado na Figura 8 levou Victor Henri a propor, em 1903, que 
uma enzima liga-se à molécula de seu substrato para formar o complexo ES, sendo este um 
passo obrigatório no processo catalítico enzimático. Esta ideia foi expandida em uma teoria 
geral da ação das enzimas, especialmente por Leonor Michaelis e Maud Menten, em 1913. 
Eles propuseram que a enzima primeiro combina-se reversivelmente com o substrato, para 
formar o complexo enzima-substrato, em um passo reversível relativamente rápido, 
posteriormente, este se rompe para formar a enzima livre e o produto P (reação 1). Essas 
reações são consideradas reversíveis (LEHNINGER, 1976): 





ES E + P (1)
 
A equação de Michaelis-Menten expressa a relação entre a velocidade de uma reação 
enzimática e a concentração do substrato, podendo ser facilmente deduzida a partir da reação 
acima, onde milissegundos após a enzima e o substrato serem misturados, uma concentração 
ES é obtida e permanece constante enquanto a concentração de S estiver em excesso e k1 for 
maior que k3. Essa condição é chamada estado estacionário da reação, uma vez que a 
velocidade de decomposição de ES se iguala à sua velocidade de formação. A velocidade 
inicial máxima da reação (Vmáx) será atingida quando praticamente todas as moléculas da 
enzima estiverem na forma do complexo ES, e a concentração da enzima livre E é 
insignificante. Neste caso, diz-se que a enzima está ―saturada‖ com o substrato e a velocidade 





A Equação de Michaelis-Menten (Equação 2) é uma expressão da relação quantitativa 
entre a velocidade inicial V0, a velocidade inicial máxima Vmáx, e a concentração inicial de 
substrato [S], todas relacionadas através da constante de Michaelis-Menten, Km. A constante 
de Michaelis-Menten é uma constante dinâmica, ou de pseudoequilíbrio, que expressa a 
relação entre as concentrações reais no estado estacionário ao invés de concentrações no 
equilíbrio. 
 
   
        
      
                                                                         (2) 
 
Uma relação numérica importante emerge da Equação de Michaelis-Menten no caso 
especial quando V0 é exatamente metade de Vmáx (Figura 8). Então: 
           
 
 
                                                                
 
Km é equivalente à concentração de substrato na qual V0 é igual à metade de Vmáx, e 
indica a ―afinidade‖ de uma enzima pelo seu substrato. Quanto menor for o valor de Km, 
maior será a afinidade da enzima pelo substrato.  
 
3.5 Pesticidas Organofosforados 
 
Alguns aspectos tornam-se relevantes no que diz respeito à agricultura mundial, sendo 
eles o processo de modernização da agricultura, que consistiu na utilização de máquinas, 
insumos e técnicas produtivas que permitiram aumentar a produtividade do trabalho e da 
terra; a produção mundial de alimentos, e a importância econômica da agricultura para os 
países desenvolvidos e em desenvolvimento (NUNES, 2007).  
A necessidade de fornecer alimentos à população somado à necessidade de elevar a 
produção agrícola torna indispensável a realização de controle das doenças, pragas e plantas 
invasoras com a utilização de pesticidas, os quais se destacam entre as principais formas de 
controle (FILIZOLA et al., 2002). Em contraste com o seu desenvolvimento, a intensificação 
da agricultura tem demonstrado resultados prejudiciais ao meio ambiente, contribuindo de 
forma acentuada para a degradação da qualidade da água através do lançamento, mesmo que 
indireto, de poluentes na água, como pesticidas, sedimentos, fertilizantes, adubo animal e 





Os agrotóxicos e os fertilizantes atingem as fontes de água superficial e subterrânea 
durante o processo de escoamento e lixiviação, chamadas de fontes não-pontuais de poluição 
(MERTEN et al., 2002). As principais implicações da degradação da qualidade da água são o 
descontrole do ecossistema, perda na biodiversidade, contaminação de ecossistemas 
marinhos, contaminação das fontes de águas subterrâneas e mortes, provocadas por doenças 
transmitidas pelo não tratamento da água (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).  
Mesmo em concentrações baixas, os agrotóxicos representam riscos para algumas 
espécies de organismos aquáticos que podem concentrar estes produtos até 1000 vezes, 
transferindo os efeitos tóxicos para outros organismos da cadeia alimentar (DORES et al., 
2001, ANDERSON et al., 2003, VLAMING et al., 2004). 
A atual legislação brasileira de potabilidade de água, Portaria MS nº 518/2004, 
regulamenta 54 substâncias químicas que representam riscos à saúde humana, dentre as quais 
22 são agrotóxicos. Na última revisão da legislação (revisão da Portaria GM nº 36/1990 e 
publicação da Portaria MS nº 1469/2000, republicada em 2004, como Portaria MS nº 518), os 
valores máximos permitidos (VMP) adotados foram, praticamente, os sugeridos pela OMS 
(ORGANIZACIÓN MUNDIAL DE LA SALUD) (HELLER et al, 2005).  
Na esfera internacional, a Organização Mundial da Saúde (OMS), a Agência de 
Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) e a Comunidade Europeia têm seus 
próprios VMP para concentrações de águas ambientais e de águas para o consumo humano.  
A Diretiva atual da Comunidade Europeia menciona que os parâmetros a serem 
adotados pelos países-membro devem ser baseados em questões de saúde pública e na 
metodologia de avaliação de riscos. Quanto aos agrotóxicos, a Diretiva considera os parâme-
tros ‗Agrotóxico‘ e ‗Agrotóxico total‘, cujos VMP são, respectivamente, 0,1 μg/L e 0,50 
μg/L. Dessa forma, o VMP para o parâmetro Agrotóxico aplica-se, individualmente, para 
cada substância à exceção de Aldrin, Dieldrin, Heptacloro e Heptacloro epóxido, cujos VMP 
são o mesmo: 0,03 μg/L. No caso do parâmetro Agrotóxico total, a soma das concentrações 
de todas as substâncias detectadas não deve ser superior a 0,50 μg/L (MARQUES, 1996; 
COUNCIL DIRECTIVE, 1998). 
As fases iniciais e intermediárias de toxicidade dos pesticidas organofosforados, PO, 
estão relacionados com a inibição da atividade da enzima acetilcolinesterase, resultando na 
acumulação de acetilcolina nas sinapses em todo o corpo, o que induz a uma hiperestimulação 
do sistema nervoso autônomo (TAKAHASHI et al, 1991;. TSAI et al, 2007.). Uma das 





HAYES, 1962; LERMAN E GUTMAN, 1988; YAMASHITA et al, 1997). Seu mecanismo 
também pode apresentar efeitos periféricos, incluindo broncorréia, broncoconstrição, e 
fraqueza muscular (FRYER et al, 2004;. GASPARI E PAYDARFAR, 2009; SEGURA et al. 
1999), e apneia central (CHANG et al, 1990;. GASPARI E PAYDARFAR, 2007). Segundo a 
Organização Mundial de Saúde, a toxicidade de PO é classificada em relação ao valor da dose 
letal mediana, LD50 de cada composto em ratos (WHO, 2001). 
 O maior progresso dos pesticidas organofosforados na agricultura e no conhecimento 
científico em relação à estrutura-atividade deu-se pela descoberta do composto parathion por 
Schrader em 1944, primeiro produto de um grupo novo de pesticidas revolucionários usados 
até hoje (ETO, 1974). Dentre esses pesticidas, pode-se citar o fenitrotion, malation e 




Fenitrotion é um inseticida organofosforado que tem sido amplamente utilizado devido 
à sua eficácia contra muitos insetos e crustáceos, e que possui muitos estudos sobre os seus 
efeitos metabólicos (MATSUSHITA et al., 2002). Seu nome químicodaIUPAC (International 
Union of Pure and Applied Chemistry)é O,O-dimetil-O-(3-metil-4-nitrofenil)-fosforotioato. A 










LD50= 500 mg/kg 
FIGURA 9- Fórmula estrutural do fenitrotion.  
Tal comooutrospesticidas organofosforados, o fenitrotionatuapor inibição da 
atividadeda enzima acetilcolinesterase, que é importante paraa condução dos 
impulsosnervosose musculares.(DRAFT REVIEW REPORT, 2004).Fenitrotionpode causara 
inibição da colinesteraseem seres humanos, ou seja, ele podeestimular demaiso sistema 
nervosocausando náuseas, tonturas, confusão, e com exposiçõesmuitoelevadas (por exemplo, 









Diclorvos é um pesticida organofosforado comumente utilizado em torno das casas e 
nos jardins para matar insetos como aranhas, formigas, moscas de frutas, etc, em fontes de 
água, como lagos, lagoas e águas subterrâneas, as quais podem ser contaminadas por estes 
pesticidas (RANGNARSDOTTIR, 2000). Seu nome químico da IUPAC é 2,2 diclorovinil 









LD50= 25-80 mg/kg 
FIGURA 10- Fórmula estrutural do diclorvos. 
Diclorvos tem mostrado efeitos adversos sobre o sistema nervoso dos seres humanos, 
em virtude da ação inibidora sobre a atividade da colinesterase, enzimas muito importantes 
para a função do sistema nervoso e outros processos neuronais (RANGNARSDOTTIR, 
2000). Diclorvos é venenoso se inalado, ingerido ou absorvido através da pele e dos olhos. 
Doses muito grandes também podem causar problemas respiratórios, coma e até morte 




 Malation é um inseticida organofosforado normalmente usado 
paracontrolarmosquitose uma variedade deinsetosque atacam frutas, vegetais,plantas de 
paisagismoe arbustos.Ele também podeser encontrado emoutros pesticidasusadosem 
ambientes fechados eem animais de estimaçãopara controlarcarrapatos e insetos, como pulgas 
eformigas.O nome químicodo malationéS-[1,2-di (etoxicarbonil)etil]dimetil 











LD50= 100-200 mg/kg 





Apesar da sua elevada toxicidade, malation ainda é amplamente usado em todo o 
mundo (KUMAR et al., 1996). Neste contexto, a contaminação do meio ambiente com 
inseticidas almeja cuidados devido aos efeitos carcinogênicos e mutagênicos (PUBLIC 
HEALTH SERVICE,1995, PHAM et al., 2004), e outros efeitos tóxicos na pele, pulmão, 
membrana mucosa (KAUR et al., 1997), e no sistema imunológico, fígado e sangue (EL DIB, 
1996, GALLOWAY et al., 2003).  
 
3.6Técnicas de Detecção de Pesticidas  
 
A maior parte dos métodos desenvolvidos e utilizados na determinação dos pesticidas 
organofosforados e carbamatos em alimentos e matrizes ambientais está baseada na 
cromatografia gasosa (CG) e na cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). A CG com 
detector de captura de elétron tem sido muito explorada na determinação de pesticidas 
organofosforados (TORRES et al., 1997, LACASSIE et al., 1998), enquanto a CLAE é 
freqüentemente empregada para a determinação de carbamatos (NUNES et al., 2000, 
CABALLO-LOPEZ, LUQUE DE CASTRO, 2003, ABAD et al., 1999). 
Os métodos que identificam e quantificam os organofosforados geralmente são 
métodos cromatográficos precedidos por extração líquido-líquido (ELL) ou extração por fase 
sólida (EFS). A ELL envolve grandes quantidades de solventes, gerando maior volume de 
resíduos e risco de exposição dos analistas, além disso, a análise é demorada; já a EFS, 
embora use menor quantidade de solventes e possua uma alta recuperação do analito, tem 
como desvantagens o custo e a não reutilização dos materiais. Além disso, técnicas 
cromatográficas necessitam de pessoal especializado e maior investimento para aquisição e 
manutenção dos equipamentos quando comparadas a técnicas espectrofotométricas 
(MARQUES et al., 2007, SILVA et al., 1999). 
Uma alternativa que tem se tornado cada dia mais importante são as técnicas 
eletroanalíticas. Por serem técnicas precisas e sensíveis, elas permitem custos e tempos de 
análises muito menores, além de serem simples, possuem aplicação direta sem a necessidade 
de manipulação das amostras. Desta forma, seu uso tem sido crescente no monitoramento de 
diferentes poluentes em diversas matrizes e, mais especificamente, para a determinação de 
pesticidas em diferentes meios (VAZ et al., 1996, AVACA et al., 1997). 
Apresentando-se como uma alternativa aos métodos cromatográficos, devido às suas 





deestocagem, facilidade para miniaturização, automação e uso de equipamentos simples e 
rápidos, diversos biossensores amperométricos baseados na imobilização da enzima 
acetilcolinesterase têm sido desenvolvidos a fim de detectar pesticidas organofosforados, 
(PUNDIR, CHAUHAN, 2012), os quais são descritos a seguir. 
Jin e colaboradores (JIN et al., 2009) desenvolveram um biossensor 
amperométricocom base nacatálisefotoeletro-sinérgica para detecção depesticidas 
organofosforados em sistema de análisepor injeção em fluxo(FIA) onde a 
enzimaacetilcolinesterase (AChE) foi imobilizadapor adsorçãonananoestruturade 
PbO2/TiO2/Ti, que também atuou comoeletrodo detrabalho. A reação de oxidação 
datiocolinapara obiossensorAChE/PbO2/TiO2/Ti foi capaz de detectaro substrato a 0.30V 
(vs.SCE), obtendo limites de detecção para o triclorfon de 0,1 nmol L
-1
.Os autores 
consideraram o sensor proposto estável e reutilizável, porém os dados não foram 
apresentados. 
Um biossensor sensível para clorpirifós foi desenvolvido por Ion e colaboradores 
(ION et al., 2010) imobilizando a enzima acetilcolinesterase (AChE), através de 
nanoplaquetas de grafite oxidado (xGnPs) ligados covalentemente com quitosana formando 
um compósito reticulado, obtendo um limite de detecção de 0,158 nmol L
-1
.Entretanto, 
obiossensor proposto não foi aplicado em amostras reais, assim como não foram avaliados 
otempo de incubação e a porcentagem de inibição do pesticida estudado necessários para 
caracterizar o método proposto. 
Chauhan e Pundir (CHAUHAN, PUNDIR, 2011) imobilizaram covalentemente a 
enzima acetilcolinesterase em nanopartículas de óxido de ferro carboxilados (Fe3O4NP) 
enanotubosde carbono de paredes múltiplas(c-MWCNT) em eletrodo de ouro, Au, para a 
detecção de pesticidas.A açãosinérgica deFe3O4NPec-MWCNT mostrou boaatividade 
eletrocatalíticaem baixo potencial(0,4 V) para a acetiltiocolina, porém obteve uma inibição de 
cerca de 20 a 30%, valor esse considerado baixo para um tempo de 10 minpara a 
inibiçãodospesticidasmalation, clorpirifós, monocrotofós eendosulfan com limites de detecção 
limitesde0,1nmol L
-1
paramalationeclorpirifos, 1 nmo L
-1




Outro biossensoreletroquímicopara a determinaçãodos pesticidasmetil-paration 
eclorpirifós, desenvolvido com monocamadas auto-organizadas(SAMs), nanotubos de 
carbono deparedes múltiplas(SWCNT) e DNA sobre um eletrodo de ourofoi utilizado 





Radecki (VISWANATHAN et al., 2009). Os pesticidasforam determinadosatravés da inibição 
dareação da enzima. O limite de detecçãodo biossensor encontradoparaambos ospesticidas foi 
1 pmol L
-1
.O biossensorfoi aplicadopara a determinação do paration metílicoeclorpirifósem 
amostras deáguas de rio, contudo alcançou uma porcentagem de inibição de apenas cerca de 
56% na análise das amostras. 
Em 2008, Du e colaboradores (DU et al., 2008) analisaram a imobilização da enzima 
ACh na superfície de nanotubos de carbono de paredes múltiplas em camadas 
autoorganizadas de alcanotióis sob um eletrodo de ouro para a determinação de carbaril em 
amostras de alho. Segundo os autores, a enzima imobilizada apresentou uma alta afinidade 
com seu substrato, gerando uma rápida e detectável resposta eletroquímica, porém tais dados 
não são corretamente apresentados. O eletrodo apresentou uma resposta linear nas faixas de 
0,001 a 1 μg mL-1 e 2,0 a 15 μg mL-1, com um limite de detecção de 0,6 ng mL-1 para o 
carbaril. 
Milkani e colaboradores (MILKANI et al., 2011) elaboraram um novo biossensor para 
detecção direta de carbamatos utilizando a ressonância de plasmon de superfície (SPR). O 
eletrodo de trabalho utilizado foi um eletrodo de ouro contendo a enzima ACh adsorvida em 
camadas auto-organizadas de alcanotiol. A atividade e a densidade superficial da enzima 
imobilizada foram determinadas usando um método espectrofotométrico padrão. O limite de 
detecção encontrado para o pesticida neostigmina foi de 10 μmol L-1, contudo a porcentagem 
de inibição bem como a de reativação apresentaram valores inferiores aos já descritos na 
literatura. 
Caetano e Machado (CAETANO, MACHADO, 2008) utilizaram um eletrodo de pasta 
de carbono modificado com a enzima acetilcolinesterase para a determinação de carbaril em 
amostras ―in natura‖ de tomate. A resposta do biossensor foi baseada na inibição da atividade 
enzimática pelo pesticida em questão. Entretando, a curva analítica do biossensor apresentou 
uma linearidade entre 6,0 μmol L-1e 50 μmol L-1com um limite de detecção de 3,6 μg L-1, 
valores estes considerados relativamente baixos diante de trabalhos já descritos anteriormente 
na literatura e aqui expostos. 
YanRong e colaboradores (YANRONG et al., 2010) apresentamum método 
simplespara a imobilizaçãoda acetilcolinesterase (ACh) em nanopartículas de ouro (Au) uni-
dimensional (1D) paradetecção depesticidas organofosforados. Aenzima 
AChimobilizadamanteve a suaatividade biológicaecatalisou ahidrólise deacetiltiocolinaaté 





porém os resultados mostraram umpico de oxidaçãoirreversívela 0,55V, potencial este alto 
comparado à literatura descrita anteriormente.Com base nainibiçãoenzimáticapara a atividade 
daacetilcolinesteraseporpesticidas organofosforados, uma detecção sensívelde metamidofós 
foi realizada com olimite de detecção de0,001g mL-1. 
Yan e colaboradores (YAN et al., 2013) desenvolveram umbiossensor com 
acetilcolinesterase (AChE) baseadoemfilmes contendo multicamadasde nanotubos de 
carbono, quitosana (CS)elipossomas(ALB) em um biorreator. Oeletrodo de carbono 
vítreo(GCE) foi alternadamenteimerso emMWCNTs, CS esoluçãoALBpara 
montardiferentescamadas defilmes com multicamadas[(MWCNTs/ALB)n/GCE]. Entre 
osbiossensoresresultantes, obiossensorbaseado em seiscamadas duplasdefilmes foi 
considerado o melhor. Com base nainibiçãode pesticidasorganofosforadossobre a atividadede 
AChE, utilizando diclorvoscomo umcomposto modelo, a inibição da diclorvosfoi 





umlimite de detecção de0,68 ±0,076µg/L. Apesar destes resultados, os autores não aplicaram 
o biossensor desenvolvido para a determinação dos analitos em amostras reais. 
Uma alternativa que surge para tentar diminuir o limite de detecção e a sensibilidade 
destes biossensores é a utilização dos nanotubos de carbono como material suporte na 
confecção dos mesmos aliado a nanopartículas como a ftalocianina tetrassulfonada de cobalto 
e ao emprego do líquido iônico como agente aglutinante. Devido a suas interessantes 
características já descritas anteriormente,como elevada área ativa e eletrocatálise, tais 
nanomateriais têm um importante papel frente à determinação de pesticidas organofosforados 
utilizando técnicas eletroanalíticas. 
 
3.7 Técnicas eletroquímicas utilizadas no estudo dos biossensores 
 
Os métodos eletroanalíticos fazem uso das propriedades elétricas mensuráveis (carga, 
corrente e potencial) de um analito quando este é submetido a uma diferença de potencial 
entre eletrodos em uma célula eletroquímica, onde as medidas podem então ser relacionadas 
com algum parâmetro químico intrínseco do analito (SKOOG et al., 2007). 
A voltametria cíclica (VC) é uma técnica eletroanalítica importante e amplamente 
empregada. Embora a VC não seja utilizada com frequência na análise quantitativa, ela 
encontra ampla aplicabilidade no estudo de reações redox, na detecção de intermediários de 





eletrodos. Na VC, em primeiro lugar a varredura de potencial é feita em uma direção e, em 
seguida, na outra, enquanto a corrente é medida. Um experimento envolvendo VC pode 
empregar um ciclo inteiro, um ciclo parcial ou ainda vários ciclos (SKOOG et al., 2007 ).  
A técnica consiste em submeter um eletrodo polarizável, denominado eletrodo de 
trabalho, a um potencial de onda triangular (sinal de excitação). O voltamograma cíclico é 
obtido através da medida de corrente nesse eletrodo durante a varredura de potencial. A 
corrente pode ser considerada o sinal de resposta à aplicação desse potencial, medido em 
relação a um eletrodo de referência os mais utilizados são os eletrodos de calomelano 
saturado (ECS) e Ag/AgCl) no qual não há fluxo de corrente, sendo o circuito completado por 
um eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo, normalmente um fio de platina. 
A voltametria cíclica é uma técnica muito útil para o estudo das propriedades de 
espécies eletroativas. Em um voltamograma cíclico típico, os principais parâmetros de 
interesse medidos são os valores de potenciais de pico anódico e catódico, respectivamente 
Epa e Epc, as correntes de pico, Ipa e Ipc, e a diferença entre os potenciais de pico ΔEp = Epa – 
Epc. O potencial de pico médio pode ser obtido através da média entre os potenciais de pico 
anódico e catódico Em = (Epa + Epc)/2. Um voltamograma cíclico típico para espécies redox em 
solução apresentando comportamento controlado por difusão é mostrado na Figura 12.  
 
 
FIGURA 12- Principais parâmetros obtidos a partir de um voltamograma cíclico típico de espécies 
redox em solução (Adaptado de FOGUEL et al., 2009 e SKOOG et al., 2007). 
 
Quando o potencial torna-se suficientemente positivo,Epa (potencial anódico que é uma 
propriedade intrínseca da espécie) para que ocorra a oxidação da espécie em solução,há um 





valor máximo. Como a concentração da espécie reduzida na interface eletrodo-solução nessa 
etapa torna-se muito pequena, observa-se um decréscimo significativo da corrente após ter 
sido atingido um máximo, pois o passo determinante vem a ser agora a difusão da espécie 
eletroativa ao eletrodo. Quando invertida a varredura de potencial, no sentido catódico (para 
potenciais mais negativos), a espécie é então reduzida, observando-se novamente um aumento 
de corrente, Ipc, a um determinado potencial, Epc. 
Em sistemas eletroquimicamente reversíveis, a relação Ipa/Ipcé igual a 1 e a separação 
entre os potenciais de pico é de ΔEp = 59/n mV (em que n é o número de elétrons envolvidos 
na semi-reação), o qual se mantém constante com o aumento da velocidade de varredura. 
Voltamogramas cíclicos reversíveis podem ser obtidos somente quando as espécies oxidada e 
reduzida são estáveis e a cinética de reação eletrônica é rápida. Valores de potenciais maiores 
do que 1 e um aumento do ΔEp com a velocidade de varredura indicam que o processo de 
transferência de elétrons no eletrodo é lento(BRETT, BRETT, 1996, GREEF et al., 1985). 
Uma outra técnica bastante empregada em eletroquímica é a cronoamperometria, que é 
um método eletroanalítico no qual a magnitude de um sinal elétrico é medida em função do 
tempo. O parâmetro elétrico medido é a variação de corrente, no qual o processo é iniciado 
por um pulso de potencial. 
Na cronoamperometria a corrente que flui é monitorada em função do tempo, a um 
potencial fixo no qual ocorre a reação redox do substrato de interesse. Em sistemas em que a 
espécie eletroativa encontra-se adsorvida na superfície do eletrodo, como no caso dos 
eletrodos quimicamente modificados, quando aplicado um potencial fixo, ocorre a redução ou 
oxidação total do mediador, a corrente estabiliza eletroquimicamente a espécie (analito) a qual 
se deseja determinar, observando-se uma variação de corrente devido ao processo catalítico. 
Se a corrente observada apresentar uma correlação linear com a concentração do analito, tal 













4 MATERIAS E MÉTODOS 
4.1 Reagentes e Soluções 
 
Enzima acetilcolinesterase, AChE, Cloreto de acetiltiocolina, ATCl, Fenitrotion, 
Malation, Diclorvos, Glutaraldeído, Quitosana, Líquido Iônico tetrafluorborato de 1-metil-3-
octilimidazólio (OMIBF4)
2-
, HEPES (N-2-hidroxietil) piperazina-N,N‘-bis(2-ácido 
etanosulfônico), C8H18N2O4S, foram adquiridos da SIGMA-ALDRICH
®
, St. Louis, 
EUA;Nanotubos de carbono de paredes múltiplas (>95% de pureza, 7-15 nm x 0,5-10 µm), 
adquirido da Nanolab, Brighton, MA, EUA; TRIS-BASE (Tris-base (hidroxilmetil) 
aminometano), C4H11NO3 e Dimetilsulfóxido (DMSO) adquiridos da VETEC Química Fina, 
Rio de Janeiro, Brasil; Ácido cítrico anidro, C6H8O7, P.A., adquirido da ISOFAR Indústria e 
Comércio de Produtos Químicos Ltda., Rio de Janeiro, Brasil; Fosfato de sódio bibásico 
anidro, Na2HPO4, P.A. e Óleo Mineral Naturol (Nujol) adquiridos da Dinâmica
®
 Reagentes 
Analíticos, São Paulo, Brasil. 
Para o ajuste do pH das soluções tampão, utilizou-se 0,1 mol L
-1
 de HCl ou 0,2 mol L
-1
 
de NaOH e um pHmetro Digimed DM-20. 
Todos os reagentes químicos utilizados foram de grau analítico e todas as soluções 
foram preparadas utilizando-se água purificada pelo sistema Milli-Q da Millipore
®
 com 
resistividade maior ou igual a 18 MΩ cm-1. 
As amostras de águas utilizadas para quantificação dos pesticidas organofosforados 





As medidas eletroquímicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato (Figura 
13) da Autolab modelo PGSTAT 128 N (Eco Chemie, www.metrohm.com.br) acoplado a um 






FIGURA 13- Potenciostato utilizado para as medidas eletroquímicas. 
 
O sistema utilizado para obtenção de medidas foi constituído de uma célula 
eletroquímica com capacidade de 10,0 mL. O eletrodo de trabalho foi um eletrodo de pasta da 
Analion, com uma área geométrica de cerca de 0,13 cm². Os eletrodos auxiliar e de referência 
foram constituídos, respectivamente, por um fio de platina e por Ag/AgCl (sat.), contendo 3 
mol L
-1
de KCl (Figura 14). 
 
 
FIGURA 14- Eletrodos utilizados nas medidas eletroquímicas, onde ER: eletrodo de referência, ET: 
eletrodo de trabalho e, EA: eletrodo auxiliar.  
 
Imagens de MEV a 20 kV dos NTCPM e do compósito NTCPM/CoTSPc foram 
obtidas utilizando um microscópio eletrônico de varredura TESCAN modelo VEGA3 
LM.Espectros no infravermelho na região de 4000 a 400 cm
-1
foram registrados para os 
NCTPM, para o complexo CoTSPc e para o compósito NTCPM/CoTSPc. Nesse caso, os 





 A medida de estabilidade da solução do substrato ATCl foi realizadautilizando 
um espectrofotômetro UV/Visível da Varian, modelo Cary 50 Conc (Figura 15) utilizando-se 
cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho óptico e 4,5 mL de capacidade total controlado por 
um microcomputador para controle, aquisição e tratamento de dados. Para tanto, colocou-se 
na cubeta 3,00 mL de solução tampão fosfato 0,1 molL
-1
pH 8,00, 10 µL de DTNB (ácido 
5,5‘-ditiobis (2-nitrobenzóico)) 10 mmol L-1 e 20 µL de ATCl 0,05 mol L-1. As medidas 
foram realizadas em um comprimento de onda de 410 nm. 
 
 
FIGURA 15- Espectrofotômetro utilizado para as medidas. 
 
4.3 Preparo da enzima Acetilcolinesterase em matriz de Quitosana e Glutaraldeído 
 O preparoda enzima foi realizada por meio da ligação covalente cruzada através da 
adição em um tubo com capacidade para 2 mL de 10 µL da enzima ACh (1210U/mg), 5 µL 
de quitosana (0,16 µmol L
-1
 em solução de ácido acético 10% v/v) e 5 µL de glutaraldeído 
(50%). Este material foi armazenado em um refrigerador a 4ºC para uso posterior. 
 
4.4 Preparo da pasta de nanotubos de carbono modificados com a CoTSPc e preparo da 
pasta de grafite modificado com a CoTSPc e Estudos Eletroquímicos  
Primeiramente foram adicionados 100 mg de NTCPM em uma solução de CoTSPc 
(0,001 mol L
-1
) em DMSO e esta foi sonicada em um banho de ultra-som por cerca de 10 
minutos e armazenada à temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida, o material foi 
filtrado a vácuo, lavado e seco em estufa a 50ºC.  
Para o preparo da pasta de grafite pesou-se 100 mg de grafite para ser adicionado a 
uma solução de CoTSPc 0,001 mol L
-1





à temperatura ambiente por 24 horas. O material também foi filtrado a vácuo, lavado e seco 
em estufa a 50 ºC. Após a secagem desses materiais, pesou-se 30 mg do compósito e 
adicionou-se 10 µL da enzima ACh imobilizada e 5 µL do agente aglutinante (Nujol
®
 ou o  
líquido iônico (LI)tetrafluorborato de 1-metil-3-octilimidazólio(OMIBF4)
2-
)para a obtenção de 
uma pasta homogênea. Esta pasta foi inserida em uma cavidade da extremidade do eletrodo de 
pasta para as medições eletroquímicas. Este mesmo procedimento foi efetuado no preparo da 
pasta de grafite, a qual também foi utilizada a CoTSPc e a enzima ACh. 
O comportamento eletroquímico do compósito NTCPM/CoTSPc e de Grafite/CoTSPc 
foi avaliado por VC utilizando como agente aglutinante o LI na ausência e presença de ATCl. 
Para fins de comparação, também foram obtidos voltamogramas cíclicosdo 
compósitoCoTSPc/NTCPM e CoTSPc/Grafite modificados com a enzima ACh na presença 
de ATCl e utilizando como agente aglutinante o nujol. Todos os voltamogramas foram 
obtidos em solução 0,1 mol L
-1
de tampão fosfato (pH 8,0), a uma velocidade de varredura, v, 




4.5 Estudos Relacionados ao Processo de Oxidação da tiocolina sobre o biossensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE 
 Informações adicionais sobre a oxidação da tiocolina na superfície do biosensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE foram adquiridas através da amperometria onde foram obtidos 
amperogramas em diferentes potenciais utilizando-se 5,0 mL de solução 0,1 mol L
-1
de 





4.6 Medidas da constante de Michaelis-Menten (KM) da enzima ACh em solução e 
imobilizada no biossensor desenvolvido 
 
Os parâmetros cinéticos da enzima livre (em solução), como a constante de Michaelis-Menten 
(Km) e velocidade máxima (Vmáx)foram obtidas por Espectrofotometria de UV/VIS 
utilizando o método proposto por ELLMAN(ELLMAN et al., 1961).Para tanto, colocou-se na 
cubeta 3,00 mL de solução tampão fosfato 0,1 molL
-1
pH 8,00, 10 µL de DTNB 10 mmol L
-1
 e 
alíquotas crescentes do substrato ATCl e 2 µL da enzima ACh (1210 U/mg de proteína). Para 





A absorbância foi medida em um tempo reacional de 60 segundos, sendo que as retas 
obtidas para cada ponto geraram inclinações (tgθ) que, ao serem divididas pelo valor do 
coeficiente de absorvidade molar (ε) do ânion TNB2-(14150 mol L-1cm-1), forneceram os 
valores da velocidade reacional em μmol L-1min-1.  
Para fins de caracterização e comparação dos parâmetros cinéticos do biossensor 
desenvolvido, a constante de Michaelis-Menten (Km) e velocidade máxima (Vmáx) foram 
realizadas por Cronoamperometria através de medidas da corrente de oxidação da tiocolina 
produzida enzimaticamente em função da concentração de ATCl, em 0,0 V vs Ag/AgCl. Após 
a modificação do eletrodo obteve-se o valor de Km da enzima imobilizada. As soluções de 
ATCl foram preparadas na faixa de 0,0285 e 0,050 mol L
-1
 tendo como eletrólito tampão 
fosfato 0,1 mol L
-1
 pH 8,0. Os valores de Km e Vmáx foram obtidospor meio do gráfico 
Lineweaver–Burkdescrito por Hans Lineweaver e Dean Burk (LINEWEAVER, BURK, 
1934). 
 
4.7Otimização dos Parâmetros Experimentais e Operacionais do Sistema Eletroquímico 
Para melhor desempenho do biossensor proposto, os parâmetros experimentais e 
operacionais do sistema que influenciam a sensibilidade da técnica, a estabilidade e o perfil da 
resposta analítica foram investigados. 
 
4.7.1 Parâmetros Experimentais 
Realizou-se estudos amperométricos com o intuito de se verificar as melhores 
condições para a oxidação da tiocolina. Neste sentido verificou-se qual o pH oferece melhor 
resposta analítica, variando-se o pH da solução 0,1 mol L
-1
 de tampão fosfato entre 6,0 a 8,5. 
Em seguida, estudou-se o comportamento do biossensorNTCPM/CoTSPc/AChE nos tampões 
MacIlvaine, Fosfato, Tris e Hepes, ambos no mesmo valor otimizado de pH. A melhor 
solução tampão foi escolhida para se avaliar os sinais analíticos em diferentes concentrações 
desse eletrólito (0,025, 0,050, 0,100, 0,150 e 0,200 mol L
-1
). 
Após verificar as melhores condições eletrolíticas para a resposta do biossensor 
proposto, estudou-se a concentração de substrato que apresenta melhor resposta para a 
enzima, realizando-se a variação da concentração ATCl entre 0,005 e 0,055 mol L
-1
.  
Adicionalmente, o efeito da variação da quantidade de enzima na corrente de oxidação 
da tiocolina para o biossensor proposto foi avaliado utilizando-se 0,05 mol L
-1





solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1
  pH 8,0. A quantidade de enzima utilizada neste 
experimento foi variada de 2, 42 a 16,94 unidades. 
 
4.7.2 Parâmetros Operacionais 
Para medidas amperométricas, o potencial aplicado ao sistema é de grande 
importância, já que sua magnitude está diretamente relacionada à sensibilidade do sistema 
analítico. Por esse motivo, uma ampla faixa de potencial com valores anteriores e posteriores 
ao potencial de oxidação,Eoxi da Tiocolina observado em voltamogramas cíclicos, foi avaliada 
de modo a se determinar em que potencial o sistema apresentaria maior sensibilidade, 
utilizando-se solução 0,05 mol L
-1
 de ATCl e solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1
 pH 8,0.  
 
4.8 Determinação do tempo de incubação do pesticida 
 
Para a determinação do tempo de incubação do biossensor, tempo esseem que este 
deve ficar imersona solução dos pesticidas antes das medidas amperométricas, imergiu-se 
oeletrodo modificado em 5 mL de solução de fenitrotion 1,0 nmol L
-1
 por diferentes tempos 
(2 a 16 min). Depois de ser imerso nas soluções do pesticida, o biossensor foi enxaguado e 
inserido na célula eletroquímica para as medidas amperométricas. A porcentagem de inibição 
(%I) foi calculada utilizando-se a equação (1) juntamente com as correntes dos amperogramas 
obtidas no tempo de 200s:  
     
     
  
                                                         (4) 
ondeI0 e I1 são as respectivas correntes medidas antes e após a inibição. 
4.9 Determinação dos pesticidas Fenitrotion, Diclovos e Malation 
4.9.1 Construção da Curva Analítica 
Após a determinação do tempo de incubação do pesticida, construiu-se as curvas 
analíticas para a determinação dos pesticidas Fenitrotion, Diclorvos e Malation variando-se as 
concentrações dos mesmos na faixa de 1,0 a 1000,0 pmol L
-1
, 2,0 a 8000,0 pmol L
-1
 e 16,0 a 
5000,0 pmol L
-1
, respectivamente. Depois de imersos por 6 minutos em diferentes 





eletroquímica para as medidas amperométricas. Construiu-se a curva analítica pelo processo 
de inibição enzimática, obtendo-se a porcentagem de inibição em função da concentração do 
pesticida. 
 
4.9.2 Reativação do Biossensor 
 
A reativação do eletrodo desempenha um importante papel no desenvolvimento de 
biossensores baseados no processo de inibição enzimática. A regeneração da enzima no 
biossensor foi obtida pela permanência do eletrodo em solução de ATCl 0,05 mol L
-1
 em 
tampão fosfato 0,1 mol L
-1
 pH 8,0 durante o tempo de 10 minutos após cada medida na célula 
eletroquímica. A porcentagem de reativação (R%) foi calculada de acordo com a seguinte 
expressão: 
     
     
     
                                                         (5) 
ondeIr  é a corrente medida após a regeneração do biossensor, e I0 e I1 são as respectivas 
correntes medidas antes e após a inibição enzimática. 
 
4.10 Avaliação da Repetibilidade das Medidas e da Repetibilidade do Preparo do 
Biossensor  
 
A repetibilidade de medidas do biosensor proposto foi avaliada por meio do desvio 
padrão relativo (DPR) entre as variações de correntes, ΔI, obtidas para dez medidas 
amperométricas sucessivas, para o analito.  
A repetibilidade para oito biossensores preparados em dias diferentes também foi 
avaliada pelo cálculo do desvio padrão relativo, DPR dos valores de ΔIdos amperogramas 










4.11 Determinação dos pesticidas em amostras de águas empregando o biossensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE e Testes de adição e recuperação nas amostras 
A quantidade de pesticidas nas amostras de água foi determinada obtendo-se a 
porcentagem de inibição através de medidas amperométricas após a imersão do biossensor 
NTCPM/CoTSPc/AChEpor 6 minutos em um béquer contendo 4 mL da amostra.  
Os testes de adição padrão dos pesticidas foram realizados através da imersão do 
biossensor por 6 minutos em um béquer contendo 5,0 mL de amostra, onde foram adicionadas 
quantidades conhecidas de cada pesticida(fenitrotion, diclorvos e malation). A porcentagem 
de inibição foi então obtida num potencial de 0,0 V em um tempo de 120 segundos em uma 
célula eletroquímica contendo 5,0 mL de solução 0,1 mol L
-1
 de tampão fosfato (pH 8,0) e 
0,05 mol L
-1
 de ATCl. Para obter o valor da concentração total de cada pesticida, a seguinte 
relação matemática foi utilizada: 
 
   
      
   
                                                                       
 
ondeCT é a concetração total, CA é a concentração (conhecida) adicionada de cada pesticida, 
%I1 é a porcentagem de inibição obtida da amostra conhecida e %I2 é a porcentagem de 
inibição obtida da amostra junto  da quantidade de pesticida conhecida adicionada. 
A porcentagem de recuperação foi dada pela razão entre a concentração de cada 
pesticida total (amostra + concentração conhecida adicionada) encontrada e a concentração 
total esperada multiplicada por 100. Os testes de adição e recuperação foram realizados em 
triplicata para maior confiabilidade dos resultados. 
É importante ressaltar que todas as medidas eletroquímicas foram realizadas nas 














5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 Caracterização dos NTCPM, do complexo CoTSPc e do compósito NTCPM/CoTSPc 
As imagens dos materiais suportes utilizados na elaboração dos biossensores foram 
obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV), tendo como objetivo caracterizar a 
morfologia dos NTCPM não modificados e do compósito NTCPM/CoTSPc. A partir das 
FIGURAS 16 (a) e 16 (b), as quais correspondem às imagens de MEV dos NTCPM antes e 
após a modificação com CoTSPc, pode ser observado que os nanotubos não funcionalizados, 




FIGURA 16 – Imagens obtidas por MEV dos (a) NTCPM e do (b) compósito NTCPM/CoTSPc. 
 
Na FIGURA16 (b) pode-se constatar para o compósito NTCPM/CoTSPc que as 
moléculas de CoTSPc estão bem distribuídas sobre a superfície dos NTCPM e que não há 
formação de grandes agregados.  
A FIGURA 17 apresenta as imagens de Espectroscopia no Infravermelho por 
Transformada de Fourier, FT-IR, obtidas para os NTCPM não modificados, para o complexo 
CoTSPc e para o compósito NCMP/CoTSPc. O espectro obtido para os NCTPM não 
modificados (FIGURA 17(a)) mostra em 3440 cm
-1
 uma banda associada à deformação axial 
de ―O–H‖ em ligação intramolecular. Uma banda típica para os NTCPM é observada entre 
2850 cm
-1
 e 3000 cm
-1
, com um máximo em 2920 cm
-1
, sendo atribuída ao estiramento da 






associada à vibração do ―esqueleto‖ dos NTCPM, ou seja, ao estiramento da ligação ―–C=C–‖ 
(DHAND et al., 2008). 
As bandas observadas para o complexo CoTSPc (FIGURA 17(b)) correspondem a 
vibrações de grupos específicos encontrados na molécula desse composto (VERMAet al., 
2008) e estão resumidas na TABELA  1. 
 
TABELA 1- Frequências vibracionais para o complexo CoTSPc. 
Número de onda/ cm
-1
 Atribuições apropriadas 
1650 Deformação do anel C=C 
1555 Estiramento C=N 
1404 Estiramento C-C na unidade isoindol 
1328 Estiramento C-C na unidade isoindol 
1200 Deformação axial S=O assimétricae simétrica 
1162 Deformação C-N no plano 
1030 Deformação C-H no plano 
926 Vibração metal-ligante 
850 Vibração no plano 
753 Deformação C-H fora do plano 
695 Deformação C-S fora do plano 
639 Deformação C-C fora do plano do anel 
 
O espectro obtido para o compósito NTCPM/CoTSPc (FIGURA 17(c)) confirma a 
modificação dos NTCPM pelo complexo CoTSPc através de um processo físico de adsorção, 
uma vez que as bandas características dos compostos registradas nas FIGURA 17(a) e 17(b) 
foram novamente observadas após a modificação dos NTCPM, sem que fossem encontradas 












































































































5.2 Estudo da estabilidade do substrato cloreto de acetiltiocolina (ATCl) por 
espectrofotometria de absorção molecular no ultravioleta visível (UV/Vis) 
A estabilidade do substrato ATCl foi testada através da espetroscopia de absorção 
molecular UV/Vis utilizando uma solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1
, pH 8,0, a fim de se 
verificar o tempo em que é possível trabalhar com a solução de ATCl sem que haja 
degradação do substrato. Este etudo foi importante, uma vez que a atividade da enzima está 
diretamente relacionada com a resposta da ATCl. Assim, as análises espectrofotométricas 
foram baseadas nasseguintes reações: 
Acetiltiocolina H2O
AChE






















FIGURA 18- Reação entre a tiocolina e o DTNB, formando o ânion 5-tio-2-nitro-benzoato, 
responsável pela determinação espectrofotométrica. 
Na primeira reação (7) ocorre a formação da tiocolina, produto não detectável no 
espectro UV/vis, sendo então necessária a utilização do DTNB, que, ao reagir com a tiocolina 
forma um produto de coloração amarela (TNB
2-
) (8), permitindo a detecção 
espectrofotométrica. Os resultadossão apresentados na Figura 19, onde se observa os 
espectros de absorção do 5-tio-2-nitro-benzeno, produto da reação da tiocolina com o DTNB 
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FIGURA 19- (a) Espectro de absorção da tiocolina em uma solução com DTNB, após várias 
horas de estocagem da solução num tempo de 0; 0,5; 1,0;6,0; 12,0; 24,0; 36,0; 48,0; 72,0 





Pode-se observar que houve uma perda significativa da absorbância da tiocolina em 
três dias de estocagem da solução. Durante um dia de estocagem a absorbância manteve-se 
estável perdendo apenas cerca de 5% da sua resposta, e que após um dia e meio de estocagem 
ocorre uma perda de cerca de 20% na absorbância do complexo formado. Neste sentido, após 
o preparo da solução em estudo, conclui-se que o tempo máximo de estocagem da mesma em 
refrigerador, sem que haja perda de resposta é de aproximadamente um dia. Sendo assim, 
todas as soluções do substrato foram preparadas no mesmo dia para se evitar perda na 
resposta da enzima nos experimentos futuros. 
 
5.3 Estudo do Comportamento Eletroquímico doscompósitos NTCPM/CoTSPce 
Grafite/CoTSPc 
 
No intuito de se verificar a melhor matriz para a posterior imobilização da enzima 
acetilcolinesterase realizou-se o estudo comparativo da atividade eletrocatalítica da pasta de 
nanotubos de carbono de paredes múltiplas e da pasta de grafite, ambas modificadas com a 
ftalocianina tetrassulfonada de cobalto e como líquido iônico (OMIBF4)
2
(FIGURA 20). 
Nos voltamogramas da FIGURA20(a) e FIGURA 20(b), curvas1, não observa-se 
nenhum processo faradaico, sendo os mesmos caracterizados pela formação da dupla camada 
elétrica entre a superfície do eletrodo e a solução eletrolítica. 
As FIGURA 20(a) e (b), curvas2, mostram, os voltamogramas cíclicos referentesaos 
eletrodos modificados com nanotubos e CoTSPc(FIGURA 20(a), curva 2) e com grafite e 







































FIGURA 20- (a) VCs referentes ao NTCPM (a) e NTCPM/CoTSPc (b); (b) VCs referentes a Grafite 
(a) e Grafite/CoTSPc (b). Os voltamogramas foram obtidos em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1
 
(pH 8,0) como eletrólito, o líquido iônico (OMIBF4)
2- 









Conforme pode ser observado na FIGURA20(a), curva 2, observa-se dois pares redox, 









TSPc (processo 2) com potenciais médios em -0,175 V e 0,333 V, 
respectivamente. 
Já o voltamograma da FIGURA20(b), curva 2, referentes ao eletrodo de pasta de 
grafite modificado com CoTSPc, observa-se apenas um processo redox com potecial médio 




TSPc (processo 1). Esse resultado nos 
sugere que a ftalocianina de cobalto é melhor adsorvida sobre os nanotubos que quando 
imobilizada em grafite.O melhor resultado obtido pode ser atribuído à baixa resistência de 
transferência de carga do compósito NTCPM/CoTSPc e a uma maior área de superfície, bem 
como uma melhor dispersão e fixação do complexo empregando como agente aglutinante o 
líquido iônico.Diante do apresentado, verifica-se a importância do emprego simultâneo dos 
NTCPM e do complexo CoTSPc como matriz para a posterior imobilização da enzima ACh.  
 
5.4 Estudo do Comportamento Eletroquímico do 
biossensorCoTSPc/NTCPM/AChEfrente ao substrato e efeito do agente aglutinante  
 
Para se avaliar a atividade eletrocatalítica dos materiais NTCPM, CoTSPc e a enzima 
ACh frente ao substrato ATCl, utilizou-se como agentes aglutinantes o líquido iônico 
tetrafluoroborato de 1-metil-3-octilimidazólio (OMIBF4)
2-
e o óleo mineral Nujol
®
. 
Inicialmente, apresenta-se na FIGURA 21(a), curva 1, o voltamograma cíclico do eletrodo de 
pasta de NTCPM/AChE contendo o líquido iônico como aglutinante, sendo este obtido na 
presença do substrato.Conforme pode ser observado, este voltamograma não apresenta 
nenhum processo faradaico, observando-se apenas um aumento nas correntes capacitivas. 
A FIGURA 21 (a), curva 2, apresenta o voltamograma cíclico referenteà resposta do 
eletrodo de pasta de NTCPM/CoTSPc na ausência da enzima ACh, o qual apresenta um 
processo redox bem definido em aproximadamente 0 e -0,25 V vs Ag/AgCl, podendo este par 
ser atribuído ao processos redox da ftalocianina de cobalto quando em solução de ATCl. Já na 
FIGURA 21 (a) curva 3, a qual refere-se à resposta do eletrodo de pasta de NTCPM/CoTSPc 
na presença da enzima ACh, observa-se um aumento significativo da corrente anódica 
exatamente onde ocorre o processos de oxidação da ftalocianina. A presença da enzima ACh 
sobre os nanotubos de carbono de paredes múltiplas modificados com a CoTSPc proporciona 





acetilcolinesterase a qual catalisa a hidrólise da acetiltiocolina produzindo a tiocolina num 
potencial de oxidação em cerca de0,0 V vs Ag/AgCl. 
Ao compararmos o voltamograma da FIGURA 21(a), curva 2, com o voltamograma 
da FIGURA 21 (a), curva 3, observa-se que nesta última ocorre apenas o aparecimento de um 
par redox para a ftalocianina, o que nos sugere que a presença da enzima inibe o o segundo 
para redox do complexo, porém proporciona um aumento na corrente anódica da ftalocianina 
devido a oxidação da tiocolina. 
Adicionalmente, na FIGURA 21(b), curva 1, observa-se o voltamograma cíclico 
referente à resposta do eletrodo de pasta de NTCPM/AChE contendo o óleo mineral nujol
@
 
como agente aglutinante, sendo este obtido na presença do substrato.Conforme pode ser 
observado, este voltamograma apresenta apenas correntes capacitivas oriundas do acúmulo de 
cargas na superfície do eletrodo. Na FIGURA 21 (b), curva 2, a qual é referente ao eletrodo 
de pasta de NTCPM/CoTSPc (preparada também com o nujol) na ausência da enzima ACh, 
observa-se um único pico de redução para a ftalocianina de cobalto e nenhum pico de 
oxidação para a tiocolina devido a ausência da acetilcolinesterase. Já na FIGURA 21 (b), 
curva 3, a qual refere-se ao eletrodo de pasta de NTCPM/CoTSPc contendo a enzima ACh, 
verifica-se uma leve onda de oxidação referente à tiocolina produzida a partir da reação entre 
o substrato ATCl e a enzima presente no compósito. 
Com base nos resultados apresentados, e de acordo com a literatura, sugere-se que o 
líquido iônico pode estar atuando não apenas como um aglutinante tradicional, mas também 
preenchendo completamente os interstícios vazios entre as partículas de NTCPM, formando 
uma ponte condutora que facilita a reação entre o biossensor contendo o mediador (CoTSPc) 
e o substratoproporcionando taxas de transferência de elétrons mais rápidas, ou seja, 













































FIGURA 21-(a) VCs do eletrodo modificado apenas com a pasta de NTCPM/AChE (curva 1), apenas 
comNTCP/CoTsPc (curva 2) e modificado com NTCPM/CoTsPc/AChE (curva 3) em LI (b) VCs do 
eletrodo modificado apenas com a pasta de NTCPM/AChE (curva 1), apenas com NTCPM/CoTsP 
(curva 2) e modificado com NTCPM/CoTsPc/AChE (curva 3) em Nujol
®
. Os voltamogramas foram 
obtidos em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1
 (pH 8,0) contendo 0,01 mol L
-1
 de ATCl. Velocidade 








5.5Estudos relacionados ao processo de oxidação da tiocolina sobre o biossensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE 
 
 Informações adicionais sobre o processo de oxidação da tiocolina sobre o biossensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE foram obtidas através da análise das correntes de pico, Ip , em função 
da velocidade de varredura, v, conforme a seguinte equação (BARD; FAULKNER, 2001): 








     (9) 
ondeIp é a corrente de pico, n é o número total de elétrons envolvidos na reação, α é o 
coeficiente de transferência eletrônica, na, o número de elétrons envolvidos na etapa 




), A, a área 
do eletrodo, C0* , a concentração da espécie eletroativa no seio da solução (mol cm
-3
) e v, a 
velocidade de varredura.  
Com base nessa equação,um gráfico da Ip versus a raiz quadrada de v foi construído 
(FIGURA22) resultando em uma reta, a qual sugere que o processo de oxidação da tiocolina 
sobre o biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE é controlado por difusão, ou seja, o transporte de 
massa é o fator limitante do processo. 

















FIGURA 22- Relação entre a corrente de pico anódica (Ip) versus a raiz quadrada da velocidade de 
varredura (v) entre 0,04 e 0,20V s
-1
 para uma solução de 0,05 mol L
-1
 de acetiltiocolina em 0,1 mol L
-1
 






 Como é esperado para um sistema irreversível, Ip é dependente de v, e, 
portanto, a constante de difusão, D0
1/2
, envolvida na reação global de oxidação de tiocolina 
pode ser obtida a partir do coeficiente angular do gráfico Ip versus v
1/2 
(FIGURA22), de 
acordo com a equação 9.Entretanto, antes de se obter o coeficiente de difusão da tiocolina foi 
necessário calcular o valor de [(1-α)na ], a partir da seguinte equação: 
 
        
      
       
                                                            
 
ondeEp representa o potencial de pico e Ep/2, o potencial de Ip a meia altura 
(BARD;FAULKNER, 2001; LUZ et al., 2006).Assim, o valor encontrado para [(1-α)na], 
utilizando-se para fins de cálculo o voltamograma da FIGURA 21(a), curva 2, foi possível 
obter um valor para [(1-α)na]igual a 0,4. Substituindo esse valor, além de todos os outros 
valores pertinentes, na equação (9) e considerando o número total de elétrons envolvido no 
processo da oxidação da tiocolina igual a 2 (XIA SUN, 2010; OVALLE, 2008; DAN DU, 






 O processo de oxidação da tiocolina tem sido amplamente estudado do ponto de vista 
eletroquímico (XIA SUN, 2010; OVALLE, 2008; DAN DU, 2008; ANDREESCU, 2002; 
CHAUHAN, 2011), apresentando um processo de transferência de dois elétrons, conforme 
apresentado na FIGURA 23, reação de hidrólise da acetiltiocolina catalisada pela enzima 
ACh. 
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5.6 Imobilização da enzima Acetilcolinesterase sobre o eletrodo de pasta de 
NTCPM/CoTSPc 
 
O principal problema durante o processo de imobilização direta de uma enzima é 
perda parcial ou total da atividade, que pode ser atribuída a diversos fatores, tais como 
propriedades da própria enzima, do suporte, dos reagentes utilizados e das condições 
experimentais.  
A quitosana é considerada um suporte ideal para imobilização de enzimas, devido ao 
grande percentual de grupos amino e hidroxila disponíveis em sua estrutura química, 
juntamente com o glutaraldeído, em função de suas propriedades bifuncionais, e à formação 
de ligações covalentes entre a enzima e o suporte sólido, o que confere à enzima maior 
estabilidade (FATIBELLO-FILHO, CAPELATO, 1992, TURNERet al., 1988, CARR, 
BOWERS, 1980, GUILBAULTet al., 1991, TREVAN, 1980, BICKERSTAFF, 1997, BLUM, 
COULET, 1991, FATIBELLO-FILHO, VIEIRA, 2002, KRAJEWSKA, 2004). 
O método de imobilização aqui utilizado foi o de ligação química covalente cruzada 
(cross-linked), que se baseia na formação de ligações covalentes entre as moléculas da enzima 
e/ou do suporte inerte com reagentes funcionais, aumentando assim a atividade da enzima e 
evitando a perda da estabilidade, já que é capaz de proporcionar um ambiente semelhante ao 
ambiente natural da enzima ACh. 
Neste sentido, propõe-se o esquema representado na FIGURA 24, da qual se supõe 
que o glutaraldeído reage com os grupos -NH2 da quitosana formando uma rede polimérica, 
ficando a enzima acetilcolinesterase aprisionada entre os interstícios formados. Além disso, 
existe a possibilidade da enzima encontrar-se ligada em uma das extremidades do 
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(d) enzima AChE imobilizada em matriz de quitosana e glutaraldeído  
FIGURA 24- Esquema da reação entre quitosana (QTS), glutaraldeído e enzima acetilcolinesterase 
(ACh).Adaptado de OLIVEIRA, VIEIRA, 2006. 
A seguir também apresenta-se um possível mecanismo para a reação entre a enzima 

















































Água                     Cloreto de acetiltiocolina                                      Tiocolina                              Acetato
 
FIGURA 25-Princípio da reação enzimática para a detecção da tiocolina na presença do mediador 
redox. 
 
5.7 Comparação entre as constantes de Michaelis-Menten (Km) obtidas para a enzima 
em solução e para a enzima imobilizada sobre o eletrodo de pasta de NTCPM/CoTSPc 
 
O principal objetivo da cinética enzimática é estudar a velocidade de reação e as 
condições que a afetam. A velocidade de uma reação catalisada por uma enzima é expressa 
como a alteração na concentração do substrato ou do produto, não só em função do tempo, 
mas também de outros parâmetros, tais como concentração da enzima, concentração do 
substrato, pH do meio, temperatura e concentração de ativadores e inibidores que podem estar 
presentes no meio reacional (MURRAY, 2000). 
Quando uma enzima age sobre um substrato, a primeira fase compreende a formação 
do complexo enzima-substrato (ES). A enzima (E) liga-se ao substrato (S) em um local 
específico, através do seu sítio ativo. Durante algum tempo, a enzima age sobre o substrato 
formando o produto e sendo liberada intacta para poder unir-se a outra molécula substrato. A 










   
  
                                                        (11) 
onde:  
   
     
  
                                                            (12) 
 
é conhecido como a constante de Michaelis-Menten para a reação. A fórmula é estritamente 
válida apenas no momento em que o estado estacionário de [ES] é obtido (isto é, d[ES] / dt = 
0). Este estado pode persistir durante um longo período de tempo, e é caracterizado por 
concentrações quase constantes de ES e E, enquanto o produto mostra aumento linear com o 
tempo.  
O primeiro estudo de Michaelis e Menten já havia mostrado que a velocidade de 
reação tende a aumentar com a concentração do substrato (Murray, 2000). Mas, a elevadas 
concentrações de S, a velocidade de reação permanece quase constante ou decresce, 
ocasionada pela saturação do substrato devido ao número limitado de sítios catalíticos ativos 
na enzima. A equação de Michaelis-Menten é descrita abaixo: 
 
            ⁄                                                  (13) 
 
ondeVo é a velocidade inicial de reação, Vmax a velocidade de reação máxima teórica que pode 
ser encontrada com a máxima concentração do substrato, [S] a concentração do substrato e 
KM a constante de Michaelis-Menten. 
Os parâmetros cinéticos da enzima ACh em solução, como a constante de Michaelis-
Menten (KM) e velocidade máxima (Vmáx) foram determinados pelo método 
espectrofotométrico. Este método é simples e rápido, apresenta boa precisão e 
sensibilidadebaseando-se na medida colorimétrica da reação de hidrólise da acetiltiocolina 
pela AChE(ELLMAN et al., 1961),  
Um fator chave que afeta a velocidade de reações catalisadas por enzimas é a 
concentração de substrato. A abordagem utilizada neste experimento, usualmente empregada 
em estudos cinéticos enzimáticos, foi medir a velocidade da reação ao se variar a 
concentração do substrato mantento-se constante a concentração da enzima. O efeito sobre a 








































 = 62,82 mol L
-1
 
FIGURA 26- Gráfico de Michaelis-Menten obtido experimentalmente pelo método 
espectrofotométrico.Experimento conduzido em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1
pH 8,0 em 
diferentes concentrações do substrato. 
 
A curva de Michaelis-Menten acima forneceu valores paraKme Vmáx, 
respectivamente,iguais a 62,82 μmol L-1 e 24,16 μmol L-1 min-1. Comparando-se o valor de 
Kmda enzima ACh(95 μmol L-1(LEHNINGER, 1976)),e o valor obtido experimentalmente 
(62,82 μmol L-1) verifica-se que este último indica uma boa relação de afinidade entre a 
enzima e o substrato, ambos em solução.  
 Os valores de Vmáx e Kmpara a enzima imobilizada sobre o eletrodo de pasta de 
NTCPM/CoTSPc foram obtidos a partir da equação de Lineweaver-Burk (equação 14), a qual 
é bastante eficiente na análise cinética de um biossensor. Para biossensores amperométricos, 
as velocidades de reação são substituídas pela corrente do estado estacionário, 
                  ⁄         ⁄                                     (14) 
 
ondeVo, também representa a velocidade inicial da reação, Vmax, a velocidade de reação 
máxima teórica que pode ser encontrada com a máxima concentração do substrato, [S] a 
concentração do substrato e KM a constante de Michaelis-Menten.Assim, um gráfico de 





das ordenadas corresponde a 1/Vmax, e o coeficiente angular b, corresponde a KM/Vmax. Após o 
ajuste da curva de regressão do método Lineweaver-Burk (FIGURA 27) obteve-se os valores 
para os dados cinéticos. 


















FIGURA 27- Gráfico de Lineweaver-Burk para a variação da concentração da acetiltiocolina (0,026 a 
0,05 mol L
-1





Encontrou-se um valor de KMigual a1,981 μmol L
-1
o qual é considerado relativamente 
baixo, indicando uma grande afinidade da enzima pelo substrato estudado, além de uma 






É importante ressaltar que os valores de KM e Vmax são características tanto da enzima 
como do biossensor, ecomo os biossensores enzimáticos, em geral, utilizam enzimas 
imobilizadas, o próprio procedimento de imobilização contribui para a diminuição da sua 
atividade catalítica; assim, é conveniente partir de uma combinação enzima/substrato que 
forneça, inicialmente, o máximo de atividade enzimática. 
Diante dos valores encontrados para a enzima em solução (Km igual a 62,82 μmol L
-1
) 
e para a enzima imobilizada no compósito NTCPM/CoTSPc (Km igual a 1,981 μmol L
-1
), fica 






5.8 Otimização dos Parâmetros Experimentais e Operacionais do Sistema Eletroquímico 
5.8.1 Parâmetros Experimentais 
5.8.1.1 Influência do pH do meio, da Solução Tampão e da Concentração da Solução 
Tampão sobre a Corrente de Pico da Oxidação de Tiocolina 
As enzimas possuem grupos químicos ionizáveis (carboxilas –COOH; amino –NH2; 
tiol –SH; imidazol, etc) nas cadeias laterais de seus aminoácidos, os quais desempenham 
papel crítico na atividade enzimática. De acordo com o pH do meio, estes grupos podem ter 
carga elétrica positiva, negativa ou neutra. Como a conformação das proteínas depende, em 
parte, de suas cargas elétricas, haverá um pH no qual a conformação será a mais adequada 
para atividade catalítica, sendo este o pH ótimo.  
Neste sentido, a influência do pH na oxidação eletroquímica da tiocolina foi 
investigada por cronoamperometria em 0,1 mol L
-1
de uma solução tampão fosfato num 
intervalo de pH entre 6,0 e 8,5 (FIGURA 28). Os resultados deixaram evidente que a corrente 
de oxidação para a tiocolina apresenta valores muito próximos com o aumento do pH da 
solução tampão. Sendo assim, o valor definido de pH para as demais análises foi o pH 8,0, 
por ser um valor que proporciona uma boa estabilidade para a enzima ACh(POGACNIK, 
FRANKO, 2003). 












FIGURA 28- Influência do pH sobre a resposta do biossensor empregando-se uma solução 0,05 mol 
L
-1
 de ATCl. Medidas conduzidas em 0,1 mol L
-1






Para o estudo do tipo de eletrólito, testou-se os tampões MacIlvaine, Fosfato, Tris e 
Hepes, todos preparados em uma concentração de 0,1 mol L
-1
e pH 8,0, com o objetivo de se 
avaliar qual desses eletrólitos proporcionaria a melhor resposta para o biosensor proposto 
empregando a técnica amperométrica.A maior variação de corrente (I)foi obtida com o uso 
da solução tampão fosfato (TABELA 2) que foi utilizada para os experimentos subsequentes. 
Esse resultado pode estar associado à maior mobilidade iônica dos íons fosfato causada pelo 
menor tamanho dos mesmos, o que possibilita maior facilidade de transferência de carga entre 
o eletrodo modificado e a solução contendo o analito, resultando, consequentemente, em uma 
maior corrente. 
 
TABELA 2 - Influência de diferentes soluções tampão sobre a corrente da tiocolina.  (solução 0,05 
mol L
-1
 de ATCl). Eaplicado=0 V vs Ag/AgCl. 
 
Solução Tampão Composição ΔIpa(µA) 
MacIlvaine Na2HPO4 + C6H8O7 (ácido cítrico) 2,51 (± 1,03) 
Fosfato Na2HPO4 4,14 (± 0,14) 
Tris C4H11NO3 4,04 (± 0,76) 
Hepes C8H8N2O4S 1,59 (± 0,35) 
 
A fim de se verificar qual concentração da solução tampão fosfato proporciona a 
melhor resposta para o biossensor proposto, diferentes concentrações do mesmo foram 
estudadas nas mesma condições anteriores. (TABELA 3) 
 
TABELA 3 - Influência da concentração da solução tampão fosfato (pH 8,0) sobre a corrente de 
oxidação da tiocolina empregando-se uma solução 0,05 mol L
-1
 de ATCl.  
[Tampão Fosfato] (mol L
-1
) ΔI(µA) 
0,025 2,39 (± 0,49) 
0,050 2,71 (± 0,56) 
0,100 4,15 (± 1,29) 
0,150 3,53(± 1,17) 






Soluções tampão mais diluídas podem comprometer a transferência eletrônica do 
sistema pela carência de transportadores de carga necessários para manter a neutralidade do 
eletrodo, ocasionando uma menor resposta analítica, o que justifica os menores valores de 
correntes encontrados com o uso dessas soluções. Soluções mais concentradas de tampão 
fosfato proporcionam uma perda de cerca de 15% na corrente de oxidação da tiocolina, o que 
pode estar relacionado à competição entre os grupos fosfato e o substrado, caracterizando uma 
inibição competitiva do sítio catalítico da enzima. O maior valor da corrente foi obtido 
quandoutilizou-se o eletrólito na concentração de 0,100 mol L
-1
, sendo esta concentração a 
utilizada nos experimentos posteriores. 
 
5.8.1.2Estudo da quantidade de enzima no eletrodo de pasta de NTCPM/CoTSPc 
 
A variação da quantidade da enzima ACh a ser imobilizada no sensor também foi 
avaliada por amperometria em um potencial de 0,0 V vs Ag/AgCl. Os resultados são 
apresentados na FIGURA 29. De acordo com essa figura observa-se um aumento na corrente 
de oxidação da tiocolina em função do aumento da quantidade de enzima ACh até 12,1 U, ou 
seja, 0,01 mg de enzima na pasta. A partir dess quantidade ocorre uma diminuição na corrente 
de oxidação da tiocolina, o que pode estar associado ao excesso de enzima livre no 
biossensor, funcionando como uma barreira ou até mesmo um bloqueio no processo de 
transferência de carga entre o biossensor e a solução. Sendo assim, a quantidade de enzima 
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FIGURA 29- Efeito da variação da quantidade de enzima ACh imobilizada no sensor sobre a corrente 
de oxidação da tiocolina. Os experimentos foram conduzidos em 0,1 mol L
-1
 de solução tampão 
fosfato, pH 8,0, contendo uma concentração de ATCl de 0,05 mol L
-1
. Eaplicado= 0,0 V vs Ag/AgCl. 
 
5.8.1.3 Influência da Concentração do substratoATCl sobre a Corrente de Pico da 
Oxidação de Tiocolina 
A influência da concentração de ATCl a ser utilizada no processo de oxidação da 
tiocolina é um fator de grande importância, uma vez que a quantidade desse composto na 
superfície do eletrodo determina a magnitude da correntepara o analito, influenciando, assim, 
na sensibilidade do sistema. Nesse sentido, também verificou-sequal seria a concentração de 
ATCl que proporcionaria melhor desempenho para o biossensor proposto, a qual foi variada 
de 0,004 a 0,06 mol L
-1
 em 0,1 mol L
-1
de solução tampão fosfato (pH 8,0), em um potencial 
fixo de 0,0 V vs Ag/AgCl. 
De acordo com o amperograma da Figura 30 (a) e com o gráfico de Ivs Concentração 
do substrato, Figura 30 (b), observa-se que à medida em que se aumenta a concentração de 
ATCl a corrente referente à oxidação da tiocolina aumenta de forma linear, favorecendo a 
transferência eletrônica entre o biossensor e o substrato. A partir da concentração de 0,05 mol 
L
-1





acima desta influenciam de forma negativa na resposta do sensor. Sendo assim fixou-se essa 
concentração para os demais estudos. 


























FIGURA 30- (a)- Amperograma da variação de ATCl 0,004 a 0,06 mol L
-1
 em tampão fosfato 0,1 M 






5.8.1.4Monitoramento do processo de inibição da enzimaAChE sobre o compósito 
NTCPM/CoTSPc 
 
Os processos cinéticos de inibição de enzimas já vêm sendo estudados há várias 
décadas, com o objetivo de compreender os seus mecanismos de ação, o que tem ajudado na 
construção de sistemas analíticos (LEHNINGERet al., 2003, PALMER, 1991, DELVIN, 
1998). 
O monitoramento efetuado para o presente biossensor é baseado na capacidade que 
certos compostos têm de inibirem a reação natural de catálise realizada pela enzima. No geral, 
um sinal de base (I1) é inicialmente medido com relação a uma solução contendo substrato, 
em concentração fixa definida e em ausência de inibidor. Posteriormente, o biossensor é 
mergulhado em uma segunda solução trabalho, por um tempo pré-determinado, na qual uma 
quantidade específica dopesticida (inibidor) se encontra presente. A etapa de inibição é então 
efetuada, sendo que a enzima imobilizada sofre um decréscimo em sua atividade. Em seguida, 
o sistema é colocado novamente em solução contendo o substrato enzimático (mesma 
concentração da solução 1) e o sinal de base (I2) é novamente medido. Como este sinal é 
proporcional à concentração do substrato, este decréscimo na atividade enzimática leva a uma 
variação no sinal de base, que está relacionado com a quantidade de agente inibidor presente 
na solução na qual o biossensor foi mergulhado (segunda solução de trabalho). Desta forma, a 
quantidade de inibidor, que é variável durante uma análise, pode ser relacionada com a 
porcentagem de inibição (%IR) obtida, visto que o aumento da quantidade de inibidor no meio 
reacional acarreta em um aumento na taxa de decréscimo da atividade enzimática.Esta 
porcentagem pode ser calculada pela relação matemática (Equação 15)(STOYTCHEVAet al., 
2009): 
    [
        
   
]                                                      (15) 
ondeIR representa a percentagem de inibição relativa, I1 representa o sinal medido em 
relação a uma solução contendo o substrato e I2representa sinal base da solução contendo o 
inibidor. 
 
Como mostrado na FIGURA 31(a), quando o substrato foi injetado na solução tampão, 
foi observado um aumento na de corrente devido à oxidação da tiocolina sobre o biossensor 





umasolução padrão de concentração conhecida de 10 nmol L
-1
de fenitrotion,por 10 minutos, a 
corrente diminui drasticamente comparada à FIGURA 31(a). A corrente foi reduzida em cerca 
de 98,0 % após àexposição à solução do pesticida. 










Após a injeção 
de 0,05 mol L
-1 
de ATCl
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FIGURA 31-Amperogramas de I vs Tempo do biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE  em 0,1 mol L
-1
 de 
tampão fosfato, pH8,0, contendo 0,05 mol L
-1
 de ATCl em dois momentos: (a) antes da incubação no 
pesticida e (b) após a incubação em10 nmol L
-1
 de fenitrotion. Tempo de incubação=10 minutos. 
 
5.8.1.5Estudo do tempo de incubação do pesticida sobre o biossensor 
 
A forma de monitoramento do biossensor desenvolvido à base deAChEestá 
relacionada com a inibição da ação da acetilcolinesterase pela adsorção reversível do pesticida 
no sítio ativo da enzima. Inicialmente, a oxidação eletroquímica do produto da eletrólise 
enzimática fornece, ao eletrodo, uma corrente constante e proporcional à concentração do 
substrato tiocolina (produto da catálise pela AChE da hidrólise da acetiltiocolina). A 
incubação do biossensor na solução contendo o pesticida proporciona uma inibição na 
atividade da enzima, por consequência, na quantidade do produto formado e, finalmente, na 





O tempo de permanência dos biossensores em solução dos pesticidas é um importante 
parâmetro frente à determinação de pesticidas por inibição enzimática. Neste sentido, 
aFIGURA32 mostra o efeito na porcentagem de inibição (%I) da AChEsobre o compósito 
NTCPM/CoTSPc em função do tempo de incubação dobiosensorem uma solução de 1,0 nmol 
L
-1
de fenitrotion. As análises amperométricas foram feitas numa solução contendo 0,05 mol 
L
-1
 de ATCl em tampão fosfato 0,1 mol L
-1
(pH 8,0) em diferentes tempos de incubação (2, 4, 
6, 8, 10, 12, 14 e 16 minutos), empregando um potencial fixode 0,0 V vs Ag/AgCl. 
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FIGURA 32-Gráfico da porcentagem de inibição do biossensorNTCPM/CoTSPc/AChE vs tempo de 
incubação. Medidas realizadas em0,1 mol L
-1
de solução tampão fosfato,pH 8,0, contendo 0,05 mol L
-1
 
de ATCl. [Fenitrotion]=1 nmol L
-1
 ; Eaplicado=0,0 V vs Ag/AgCl. 
De acordo com a FIGURA 32, observa-se que houve um aumento da porcentagem de 
inibição do biossensor até o tempo de 6 minutos, sendo que a partir deste tempo a resposta 
tende a se estabilizar. Desse modo, considerando que uma porcentagem de inibição de 98% 
foi obtida para o biosensor, após incubá-lo em uma solução de 1 nmol L
-1
 do pesticida 
fenitrotion, optou-se por trabalhar com um tempo de incubação de 6 minutos para os estudos 








5.8.2 Parâmetros Operacionais 
5.8.2.1 Potencial aplicado ao eletrodo de trabalho 
 
A amperometria convencional consiste na medição da corrente elétrica gerada por 
alterações redox no analito em função do tempo de aplicação de um determinado potencial 
fixo ao sistema investigado, permitindo a detecção de analitos com alta seletividade. O 
potencial aplicado ao eletrodo(Eapl.)é de grande importância, já que sua magnitude está 
diretamente relacionada à sensibilidade do sistema analítico. Por esse motivo, uma ampla 
faixa de potencial, com valores menores e maiores ao potencial de oxidação da tiocolina foi 
avaliada de modo a se determinar em que potencial o sistema que apresentaria maior 
sensibilidade. 
A dependência do Eapl. sobre a resposta do biosensor NTCPM/CoTSPc/AChEfoi 
investigada utilizando-se uma solução 0,05 mol L
-1
 de acetiltiocolina mantida em solução 0,1 
mol L
-1
 de tampão fosfato (pH 8,0), sob condições experimentais otimizadas (TABELA 4). A 
faixa do Eapl. utilizada nesse estudo foi escolhida considerando-se o intervalo de potencial 
empregado na oxidação do analito por voltametria cíclica. 
 
TABELA 4 - Influência do potencial aplicado (Eapl.) sobre a resposta amperométrica do biossensor 
proposto. Medidas conduzidas em 0,1 mol L
-1
 de solução tampão fosfato (pH 8,0) contendo 0,05 mol 
L
-1
 de ATCl. 
Eapl.(V) -0,25 -0,20 -0,15 -0,10 0,00 0,10 0,15 0,20 0,25 
ΔIp (µA) 0,58 0,79 1,13 1,49 4,16 1,58 0,33 0,30 0,13 
 
O eletrodo alcançou máxima variação de corrente elétrica (ΔI) quando se aplicou um 
potencial fixo igual a 0,0 V versus Ag/AgCl, sendo, portanto, este valor escolhido como 
potencial ótimo de trabalho a ser utilizado na construção das curvas analíticas 
amperométricas. 
 
5.9 Caracterização analítica do biossensor para a determinação de fenitrotion, diclorvos 
e malation 
 
Com o objetivo de se obter as curvas analíticas finais para a determinação dos 





foram obtidos com base no processo de inibição enzimática para diferentes concentrações de 
cada pesticida sob as condições experimentais e operacionais otimizadas.  
As curvas analíticas da % de Inibição em função da concentração do pesticida foram 
obtidas por amperometria e são mostradas na FIGURA 33. Observa-se que o biosensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE apresentou resposta linear para a inibição tanto do Fenitrotion 
(Figura 33 (a)), quanto para o diclorvos (Figura 33(b)) e para o Malation (Figura 33(c)). Os 
resultados obtidos com as curvas analíticas para os três pesticidas estudados são mostrados na 
TABELA 5. 
Para os cálculos dos limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) utilizou-se 
as recomendações da IUPAC (CURRIE, 1995), as quais podem ser calculados através dos 
parâmetros da curva analítica, em que LOD equivale a 3,3 s/b e LOQ a 10 s/b, onde s 
representa o desvio padrão para dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da 
curva analítica. Portanto, sendo s igual a0,013, os valores de LOD e LOQ para o fenitrotion 
são 0,43 pmol L
-1
 e 1,30 pmol L
-1
, respectivamente.Para o diclorvos, os LOD e LOQ 
calculados foram iguais a 0,23 pmol L
-1
 e 0,70 pmol L
-1
, respectivamente. Finalmente, para o 
malation encontrou-se um LOD e um LOQ para o malation iguais a 0,75 pmol L
-1
 e 2,27 
pmol L
-1
, respectivamente. O valor dos desvios (s) do branco para o fenitrotion, diclorvos e 





Assim sendo, verifica-se que o biossensor proposto apresenta elevada sensibilidade e 
baixos limites de detecção e quantificação para os pesticidas organofosforados quando 
comparado com outros trabalhos descritos na literatura (TABELA 6). A alta sensibilidade 
apresentada pelo biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE pode ser atribuída ao aumento da 
eficiência da transferência eletrônica proporcionada pelo compósito NTCPM/CoTSPc e pela 
adequada imobilização da enzima ACh proporcionando um ambiente favorável à sua 
atividade, bem como o emprego do líquido iônico como agente aglutinante, o qual aumenta a 
atividade catalítica do biossensor sobre a resposta da tiocolina e a inibição da enzima causada 


























































FIGURA 33– Curvas analíticas obtidas para a variação da concentração dos pesticidas (a) Fenitrotion, 
(b) Diclorvos e (c) Malation, nas seguintes faixas de concentração: 1-1000pmol L
-1











TABELA 5- Detecção de três pesticidas com o biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE. 
Pesticidas Faixa linear de 
trabalho 
Equação de regressão linear Coeficiente de 
correlação 
Fenitrotion  1-1000 pmol L
-1
ou 
 0,001-1,0 nmol L
-1
 




























Como mostrado na TABELA 6, o biossensor NTCPM/CoTSPc/AChEapresentam 
baixíssimo limite de detecção para os três pesticidas (fenitrotion, diclorvos e malation), 






TABELA 6 – Biossensores baseados no processo de inibição enzimática da AChE para detecção de pesticidas organofosforados. 
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Adsorção 0,01 0,10 - 10 Monocrotofós NR Norouzi et al., 2010. 


















































5.10 Reativação do Biossensor 
 
Os pesticidas organofosforados, são inibidores irreversíveis da AChE, e agem por 
meio da fosforilação do grupo hidroxila de um resíduo serina no sítio ativo da AChE que é 
diretamente responsável pela hidrólise da acetilcolina. A desfosforilação desse resíduo, 
chamada de reativação da AChE, é considerada o principal mecanismo de ação das oximas ou 
reativadores AChE.  
Neste trabalho, a reativação da AChE inibida por pesticidas organofosforados se deu 
pela imersão do biossensor em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1
, pH 8,0, contendo 0,05 mol 
L
-1 
do substrato ATCl.  
Os resultados obtidos mostraram que o biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE inibido 
pode retomar a 97,5% da sua atividade original após imersão na solução tampão fosfato 0,1 
mol L
-1
, pH 8,0, contendo 0,05 mol L
-1 
do substrato ATCl durante um período de 15 minutos, 
e que tempos superiores a este não causam mudança significativa na porcentagem de 
reativação, indicando que a própria solução de ATCl em PBS pode desempenhar um papel 
como um reagente de reativação da AChE, o que teve um bom efeito de reativação após a 
imersão durante um tempo suficiente.  
Comparado com o uso de oximas (ZAMFIR et al., 2013) ou 2-PAM (LUCKARIFT et 
al., 2007) como reagente de reativação, este método é simples e confiável. 
 
5.11 Avaliação da Repetibilidade de Medidas e da Repetibilidade do Preparo do 
Biossensor 
 
No intuito de se avaliar a precisão do método proposto, oito medidas sucessivas do 
biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE foram realizadas através de determinações da Ipde 
amperogramas obtidos em solução 0,1 mol L
-1
 de tampão fosfato (pH 8,0) contendo 0,05 mol 
L
-1
 de ATCl. O DPR das medidas (TABELA 7) foi utilizado como parâmetro para se avaliar a 











TABELA 7 – Avaliação da repetibilidade das medidas obtidas com o biossensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE imerso em solução 0,1 mol L
-1
 de tampão fosfato (pH 8,0) contendo 0,05 mol 
L
-1
 de ATCl. 
Medida 1 2 3 4 5 6 7 8 
ΔI(µA) 3,96 3,84 4,15 3,46 4,28 3,84 4,16 4,55 
  Média    DPR   
  4,05µA    0,33%   
  
Adicionalmente, oito biossensores foram preparados da mesma maneira e em dias 
diferentes para se avaliar a repetibilidade do preparo dos mesmos. Amperogramas foram 
então obtidos para cada biossensor em solução 0,1 mol L
-1
 de tampão fosfato (pH 8,0) 
contendo 0,05 mol L
-1
 de ATCl. Os DPR para a variação da intensidade das correntes de pico 
anódicas são apresentadas na TABELA 8 sendo também utilizados como parâmetro para 
avaliar a precisão do método desenvolvido. 
 
TABELA 8 – Avaliação da repetibilidade do preparo do biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE imerso 
em solução 0,1 mol L
-1
 de tampão fosfato (pH 8,0) contendo 0,05 mol L
-1
 de ATCl. 
Biossensor 1 2 3 4 5 6 7 8 Média DPR 
ΔI(µA) 3,62 4,34 4,16 3,74 4,48 4,67 3,90 4,10 4,13 0,36% 
 
A partir dos pequenos valores de DPR encontrados, verifica-se queo biossensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE apresenta boa repetibilidade nas medidas e repetibilidade do 
preparodo biossensor, o que pode estar relacionado à habilidade que os NTCPM apresentam 
em fixar as moléculas de CoTSPc, bem como o emprego do LI como agente aglutinante 
aumentando assim a transferência eletrônica entre o biossensor e a solução, bem como a 
excelente imobilização da enzima ACh em matriz de QTS e GLU, os quais proporcionam um 
ambiente favorável e compatível ao ambiente natural da enzima,  características estas que 
indicam que o método proposto apresenta elevada precisão. 
 
5.12 Determinação dos pesticidas em amostras de águas empregando o biossensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE e testes de adição e recuperação dos analitos 
 
Com a finalidade de se verificar o efeito da matriz ambiental sobre a resposta do 





foram denominadas Rio A, Rio B e Rio C, para se determinar os pesticidas fenitrotion, 
diclorvos e malation e, em seguida realizar os testes de adição e recuperação. 
Inicialmente Para se determinar então a concentração dos pesticidas nas amostras, 
quantidades conhecidas de cada pesticida (fortificação) foram adicionadas individualmente 
em cada amostra, sendo adicionado um valor de 8 pmol L
-1
 para o fenitrotion, de 5 pmol L
-1
 
para o diclorvos e um valor de 28 pmol L
-1
 para o malation. Os resultados obtidos são 
apresentados na TABELA 9. 
 
TABELA 9-Resultados das determinações dos pesticidas e teste de adição de padrão utilizando o método 



























Rio A  5,10 8,00  13,10 13,49 (1,52) 103,05 (0,18) 
Rio B  11,0 8,00 19,00 18,83 (3,17) 99,12 (0,05) 

























Rio A 5,20 5,00 10,20 10,42 (1,00) 102,17 (0,08) 
Rio B 11,20 5,00 16,20 15,67 (2,80) 96,73 (0,14) 

























Rio A 28,30 28,00 56,30 56,55 (0,56) 100,45 (0,09) 
Rio B 60,40 28,00 88,40 88,42 (1,76) 100,03 (0,71) 
Rio C 51,80 28,00 79,80 80,56 (1,73) 100,96 (0,22) 
*Todos os pesticidas foram determinados isoladamente. 
 
Conforme os resultados observados na TABELA 9, verifica-se que os desvios padrão 
relativos entre a concentração dos pesticidas encontrada nas amostras e a concentração 
encontrada do padrão na presença dos mesmos (adicionados às amostras) foram inferiores a 
1%, sugerindo que a matriz ambiental não apresenta efeito significativo na resposta do 
biossensor, e que o mesmo apresenta-se como uma alternativa eficaz na determinação dos 








5.13 Validação do biossensor proposto e considerações finais sobre o biossensor 
NTCPM/CoTSPc/AChE 
 
Conforme recomendado pela USP 31/NF 26 (2008), a validação da metodologia 
desenvolvida foi realizada baseada nas seguintes figuras de mérito: exatidão, precisão, 
seletividade, limite de detecção, limite de quantificação e linearidade, conforme pode ser 
observado na TABELA 10.  
A exatidão do biossensor proposto foi atestada pelos satisfatórios resultados dos 
estudos de adição e recuperação dos analitos obtidos em todas as amostras analisadas. A 
precisão foi considerada satisfatória após a verificação da repetibilidade de medidas e da 
repetibilidade do preparo do biossensor. 
Os desvios padrão relativos entre as variações das correntes de pico encontrados em 
ambos os testes foram inferiores a 5%, sendo este o valor máximo recomendado pela 
Resolução no 899 da ANVISA (2003). A aplicação do biossensor nas amostras ambientais 
comprovou que as substâncias normalmente presentes na água não interferem na 
determinação dos pesticidas organofosforados, o que o caracteriza como altamente seletivo. 
Os valores de LOD, LOQ, sensibilidade e linearidade encontrados para o biossensor 
proposto foram considerados satisfatórios para a determinação do fenitrotion, diclorvos e 
malation. Estes resultados comprovam que o biossensor proposto foi validado e, portanto, é 
adequado para a determinação de pesticidas organofosforados. 
 
TABELA 10 - Figuras de mérito determinadas na validação do biossensor proposto. 
Figura de 
mérito 
Teste realizado  Resultados  





 DPR= 0,33%  
Repetibilidade 
do biossensor 
 DPR= 0,36%  
Exatidão Adição de 
padrão 
Satisfatório Satisfatório Satisfatório 
Seletividade Estudo de 
interferentes 
Satisfatório Satisfatório Satisfatório 
LOD - 0,46 pmol L-1 0,23 pmol L-1 0,75 pmol L-1 
LOQ - 1,30 pmol L-1 0,70 pmol L-1 2,27 pmol L-1 















O presente trabalho demonstrou que o biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE é uma 
excelente alternativa para a determinação de pesticidas organofosforados em amostras 
ambientais, como água de rios, através da técnica amperométrica baseado no processo de 
inibição enzimática da reação de hidrólise do substrato acetiltiocolina. A confecção do 
biossensor efetuada no presente trabalho foi realizada de forma simples e efetiva, 
proporcionando grande estabilidade ao mesmo.  
O biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE foi capaz de detectar a resposta voltamétrica da 
tiocolina, proporcionando uma considerável redução do sobrepotencial de oxidação, bem 
como significativos aumentos nas correntes de pico anódicas da mesma. Estes resultados 
podem ser atribuídos à baixa resistência à transferência de carga do compósito 
NTCPM/CoTSPc, bem como à boa habilidade que os NTCPM apresentam em dispersar e 
fixar moléculas, como a CoTSPc. A excelente imobilização da enzima ACh em matriz de 
quitosana e glutaraldeído através da ligação covalente cruzada proporcionou à enzima um 
ambiente estável e favorável quanto a variações de pH e à temperatura. O emprego do líquido 
iônico como agente aglutinante proporciona uma maior estabilidade eletroquímica ao 
compósito final NTCPM/CoTSPc/AChE, sendo fundamental o emprego deste para que a 
oxidação da tiocolina ocorra a um baixo potencial.  
Estudos voltamétricos demostraram que o processo de oxidação da tiocolina é 
controlado por difusão, sendo o transporte de massa o fator limitante do processo.  
A avaliação dos parâmetros analíticos do biossensor desenvolvido mostrou que o 
mesmo se apresenta como um ótimo dispositivo para a determinação de pesticidas 
organofosforados, apresentando elevadas sensibilidades, baixos limites de detecção e de 
quantificação e grande estabilidade, além de um tempo curto de análise. Os valores 
encontrados para cada um destes parâmetros foram melhores que os encontrados em outros 
trabalhos descritos na literatura.  
Os pequenos valores de desvio padrão relativo encontrados na avaliação da 
repetibilidade de medidas e da repetibilidade do preparo do sensor podem estar relacionados à 
simples e eficiente modificação da pasta de nanotubos de carbono, indicando, assim, que o 
método proposto apresenta elevada precisão.  
O método desenvolvido foi considerado exato uma vez que apresentou ótimos 





disso, o estudo do efeito da matriz sobre a resposta do biossensor NTCPM/CoTSPc/AChE 
para a determinação simultânea dos pesticidas em amostras de água demonstrou que a matriz 
ambiental não interfere na resposta do biossensor. Sendo assim, o método proposto foi 
caracterizado como seletivo, podendo, portanto, ser aplicado para a determinação de 
pesticidas organofosforados.  
Através da avaliação das figuras de mérito, a metodologia desenvolvida foi 
classificada como validada e caracterizada como de baixo custo, fácil execução, rápida, exata, 
precisa, sensível e linear para a determinação de fenitrotion, diclorvos e malation. Além disso, 
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